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 Abkürzungsverzeichnis 
 
A Adenosin 
AP-1 activating protein 1 
APS Ammoniumperoxydisulfat 
AS Antisense, reverse 
ATF activation transcription factor 
  
bHLH-Zip Basic-Leucin-Zipper Helix-Loop-Helix Protein 
  
C Cytosin 
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 
CRE cAMP responsive element 
CaRE Calcium responsive element 
COX2 Cyclooxygenase 2 
CREB CRE binding protein 
  
Dil Dilatation 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP´s Nukleosidtriphosphate 
  
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ES-Primer Erststrangprimer 
EvG Elastica-van-Gieson-Färbung 
  
FAP fos AP-1 
FBJ-Virus Finkel-Biskis-Jinkis Virus 
FBR-Virus Finkel-Biskis-Reilly Virus 
FGF fibroblast growth factor 
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G Guanosin 
GAPDH Glyceraldehydphosphatdehydrogenase 
GMP Guanosinmonophosphat 
GTP Guanosintriphosphat 
  
HE Hämalaun-Eosin Färbung 
HIF-1 hypoxia inducible factor 1 
HPRT Hypoxanthylphosphoribosyltransferase 
  
IGF-1 insulin like growth factor-1 
IMP Inositolmonophosphat 
  
JAK Janus-Kinase 
JNK Jun-Kinase 
  
KI Konfidenzintervall 
Ko Kontrolle 
  
MAP-Kinasen mitogen activated protein-Kinase 
  
NCBI National Centre of Biotechnological Information 
NOS3 nitric oxid synthase 3 
  
p.a. pro analysis 
PAA Polyacrylamid 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PDGF platelet derived growth factor 
PKA Proteinkinase A 
PKC Proteinkinase C 
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PRPP Phosphoribosylpyrophosphat 
PCR Polymerase chain reaction 
PTA Perkutane transluminelle Angioplastie 
PTCA Perkutane transluminelle Coronarangioplastie 
  
RAP-PCR random arbitrarly primed PCR 
  
S Sense, forward 
SIE  SIS inducible enhancer 
SMC smooth muscle cell 
sm-MHC smooth muscle myosin heavy chain 
sm-MLCK smooth muscle myosin light chain kinase 
SP-1 signal protein 1 
SRE Serum responsive element 
SRF Serum responsive factor 
STAT signal transducer and activator of transcription 
  
T Thymin 
TAE Tris-Essigsäure-Puffer 
taq temperaturstabile Polymerase aus Thermus aquaticus 
TBE Tris-Borsäure-Puffer 
TE Tris-EDTA-Puffer 
TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
TGF-β/TGF-1β transforming growth factor β/1β 
Tm errechnete optimale „annealing“ Temperatur eines 
Primers 
TNF-α tumor necrosis factor α 
TPA Tissue polypeptide antigene 
  
UTR untranslated region 
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VSMC vascular smooth muscle cell 
vWF von-Willebrand Faktor 
  
ZS-Primer Zweitstrangprimer 
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1. Einleitung 
 
Die Entwicklung der Ballondilatation als eine interventionelle Methode zur 
Behandlung verengter Blutgefäße geht auf den deutschen Mediziner Andreas Grüntzig 
zurück. 1977 gelang ihm erstmals die Dilatation einer Koronararterie am nicht 
narkotisierten Patienten im Universitätskrankenhaus von Zürich [1]. Zuvor konnte 
während einer Bypassoperation von A. Grüntzig und R. Myler in San Francisco [2] die 
erste Koronarangioplastie am Menschen durchgeführt werden. Aber bereits 1929 
wurde durch Werner Forssmann in Eberswald (Deutschland) in einem nicht 
ungefährlichen Selbstversuch bewiesen, daß es möglich ist, von den Venen der 
Ellenbeuge aus mit einem Katheter den rechten Vorhof zu erreichen. 1956 erhielt er 
zusammen mit A.F. Cournand und D.W. Richards für diese Leistungen den Nobelpreis 
für Medizin [3]. 
 
Inzwischen wurden beispielsweise allein in Deutschland zwischen Oktober 1992 und 
Dezember 1994 mehr als 150 000 perkutane transluminelle Koronarangioplastien 
(PTCAs) [4] durchgeführt. Diese enorme Zahl macht deutlich wie wichtig ein 
detailliertes Wissen über Komplikationen und Risiken der Ballondilatation ist. 
Grundlage dafür ist ein Verständnis molekularbiologischer Vorgänge auf Ebene der 
einzelnen Zelle nach einer Ballondilatation. Noch immer sind bis zu 40 % aller 
Patienten nach PTA [5] der Herzkranzgefässe und anderer Gefässe von der Ausbildung 
einer Restenose bedroht und nur durch die Kenntnis der ausgelösten Veränderungen in 
Genexpression, Zelladhäsion, Zellproliferation oder Migration wird eine adäquate 
Restenoseprevention möglich sein.  
 
Durch Arbeiten von J. Miano et al. [6, 7] konnte gezeigt werden, daß Proto-Onkogene 
bei der Ausbildung der Restenose eine wichtige Rolle spielen. Bei den Proto-
Onkogenen handelt es sich um Gene, die in allen Zellen vorhanden sind und im nicht 
transformierten Zustand wichtige Zellfunktionen wie Wachstum und Differenzierung 
steuern. In den 90er Jahren wies Miano einen Anstieg der c-jun und c-fos mRNA auf 
das vierfache innerhalb von 30 Minuten und einen Anstieg auf das 20fache binnen 60 
Minuten nach einer in vivo Dilatation von Rattenaorten nach. 
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Als Gründe für die Induktion der Proto-Onkogene im Rahmen der PTA kommen 
neben der Verletzung der Gefäßwand und dem mechanischen Druck eine humurale 
Stimulierung der Gefäßwandzellen, z.B. durch Serumbestandteile oder freigesetzte 
Wachstumsfaktoren, in Frage. In verschiedenen Studien konnte inzwischen belegt 
werden, daß beide Mechanismen von Bedeutung sind. Beispielsweise wurde 
nachgewiesen, daß durch mechanischen Streß MAP-Kinasen und AP-1 aktiviert 
werden – bereits fünf Minuten nach einer Ballondilatation fand sich ein 
Aktivitätsanstieg [8]. Durch mechanische Reizung kommt es zu einer 
Konformationsänderung des PDGF-Rezeptors [9, 10] und auf Ebene der 
Genexpression zu einer gesteigerten c-fos- [11], PDGF- [12], COX2- und NOS3-
Ablesung [13]. Die vermutliche Ursache für die vermehrte Proto-Onkogenexpression 
sieht man in der Aktivierung von sogenannten stretch-induced Ionenkanälen [8, 14]. 
Die humurale Stimulation, die ebenfalls eine veränderte Genexpression verursacht, 
erfolgt teilweise über die Freisetzung von Inhaltsstoffen aus Entzündungszellen [15] 
und Thrombozyten, teils über die Ruptur von Endothel- und Muskelzellen. Von großer 
Bedeutung ist die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF-β und FGF, 
Mitogenen und Entzündungsmediatoren. Diese können direkt über SRE (serum 
responsive element) und SIE (SIS inducible enhancer) die Expression von Zielgenen 
beeinflussen [16-19]. 
 
Man weiß derzeit noch wenig über das exakte Zusammenspiel der nach Dilatation 
freigesetzten mitogenen Signale, dem auf die Gefäßwandzellen einwirkenden Druck 
und den dadurch ausgelösten Veränderungen der Genexpression auf der Ebene der 
DNA und Transkriptionskontrolle. Jedoch ist die ursächliche Rolle der Proto-
Onkogene im Rahmen der Restenoseentwicklung durch Versuche mit Antisense-
Oligonukleotiden bestätigt worden [20-23]. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein serum- und thrombozytenfreies Tiermodell zur 
Untersuchung der Veränderungen der Proto-Onkogene c-myc, c-jun und c-fos nach ex-
vivo Dilatation von Karotiden des Schweines zu entwickeln. Dazu musste zunächst das 
c-myc und das c-jun Gen in einem kurzen Abschnitt sequenziert und eine Methode zur 
1. Einleitung 10
RNA-Isolation aus Schweinegefäßen etabliert werden. Um die Veränderungen der 
Genexpression zu detektieren, sollte mittels RT-PCR vorgegangen werden. Es sollte 
dabei eine Methode entwickelt werden, mit Hilfe derer ohne die Verwendung 
radioaktiver Isotope semiquantitative Unterschiede der mRNA-Spiegel im Agaorsegel 
nachweisbar sind. Um die Unversehrtheit der Gefäße nach der Präparation, Dilatation 
und Inkubation zu beweisen, sollten einfache histologische Präparate angefertigt und 
die HE- und EvG-Färbung verwendet werden.  
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2. Grundlagen 
 
2.1 Restenose 
2.1.1 Entstehung einer Restenose 
 
Die nach einer Ballondilatation einer Lumeneinengung auftretenden unerwünschten 
Folgen untergliedert man in 3 Gruppen. Zum einen kann ein sogenanntes Frührezidiv 
durch Thrombusbildungen, elastisches Recoil und Vasospasmus [24] verursacht 
werden. Die Restenose wird bedingt durch Zellproliferationen und Migrationen sowie 
die Anhäufung von extrazellulärer Matrix mit Ausbildung einer Neointima. Drittens 
kann es durch eine Progression der Atherosklerose zu einem Spätrezidiv der 
Lumenverengung kommen. Die Veränderungen, die durch eine Ballondilatation 
ausgelöst werden, kann man im Detail Übersichtsartikeln von W. Casscells [25] und 
A. Forte [26] entnehmen. Grundsätzlich kommt es durch das Trauma einer 
Ballondilatation zur gesteigerten Freisetzung von PDGF und nachfolgend zur 
Migration und Proliferation von VSMC, die dann eine Neointima aufbauen. Diesen 
Vorgang bezeichnet man als vascular remodeling. 
 
Die im Zentrum dieser Arbeit stehende Expressionsveränderung der Proto-Onkogene 
kann auf zwei Wegen erfolgen. Zum einem kommt es durch den auf die 
Gefäßwandzellen einwirkenden Druck zur Aktivierung von Ionenkanälen und darüber 
direkt zur Beeinflussung der Genexpression mit gesteigerter Proliferation von glatten 
Muskelzellen der Gefäßwand [27]. Auf der anderen Seite erfolgt über freigesetzte 
Wachstumsfaktoren und Entzündungsmediatoren eine mitogene Stimulierung der 
Gefäßwandzellen. Diese Stimulierung wird durch die Zerstörung von Endothel- und 
glatten Muskelzellen [28] und der damit verbundenen Freisetzung zellulärer 
Inhaltsstoffe, durch die Exposition der Muskelzellen der Media für Serumfaktoren 
aufgrund von Denudation und Mediadissektion [29, 30] und durch die 
Entzündungsreaktion [31] begünstigt. Zu den freigesetzten Mediatoren gehören PDGF 
aus den Zellen des monozytären Phagozytensystems, aus aktivierten Thrombozyten 
[32] und aus den Endothelzellen [33]. Weiterhin spielen auch FGF, IGF-1, TGF-β und 
TNF-α eine wichtige Rolle. Neben PDGF stimuliert auch TGF-β die glatten 
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Muskelzellen der Gefäßwand zur Migration und Proliferation [31, 34]. Über die 
mechanischen und humuralen Stimulierungen der Gefäßwandzellen werden 
Veränderungen eingeleitet, die man als vascular remodelling bezeichnet. 
 
 
2.1.2 Veränderungen adventitialer und medialer Zellen 
 
Sowohl Zellen in der Adventitia als auch in der Media beginnen nach der Verletzung 
der Gefäßwand zu proliferieren. In diesem Zusammenhang zeigt sich eine Zunahme 
der adventitialen Zelldichte [35]. Wichtig sind phänotypische Veränderungen [36] der 
Zellen, die sowohl die Adventitia als auch die Media betreffen: 
• Phenotypical switch der adventitialen Fibroblasten zu Myofibroblasten und 
• Phenotypical shift von kontraktilen SMC der Media zu synthetisierenden SMC.  
 
Eine mögliche Ursache für diese Veränderungen im Phänotyp der Zellen ist der 
sezernierte Faktor TGF-1β. Die Umwandlung adventitialer Fibroblasten zu 
Myofibroblasten findet sich besonders in unmittelbarer Nähe des traumatisierten 
Gefässbereiches, aber gelegentlich auch in der gesamten Zirkumferenz des Gefäßes. 
Diesen Switch kann man immunhistochemisch nachweisen [35, 37]. Die Umwandlung 
zu Myofibroblasten bringt eine Änderung der Funktion der Zellen mit sich: Sie sind 
nun befähigt zur gesteigerten Kollagensynthese, zur Gewebekontraktion bzw. zur 
Retraktion mit nachfolgender Narbenbildung sowie zur Produktion von 
Wachstumsfaktoren. Ursachen für das Verschwinden dieser Zellen aus der Adventitia 
sind in Migration, Apoptose und Regression zu suchen [38].  
 
Unmittelbar nach der Verletzung der Gefäßwand durch die Ballondilatation kommt es 
zu einer Aktivierung der VSMC, die zu einem deutlichen Anstieg der Expressionsraten 
der nukleären Proto-Onkogene führt. Ursache dafür sind vermutlich u.a. die 
freigesetzten Wachstumsfaktoren. Dabei kommt es zum phenotypical shift, d.h. zur 
Veränderung der kontraktilen VSMC der Media zu synthetisch aktiven Zellen, 
einhergehend mit der Bildung von extrazellulärer Matrix [39, 40]. Typische 
Sekretionsprodukte sind Chondroitinsulfat und Dermatansulfat. Folge der Aktivierung 
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sind außerdem Proliferation und Migration durch Rupturen der Lamina elastica interna 
in Richtung Intima. 
 
 
2.1.3 Neointimale Hyperplasie und vascular remodelling 
 
Im Rahmen der zuvor erwähnten Vorgänge kommt es zu Migrationsphänomenen [38], 
d.h. Myofibroblasten wandern in den Bereich der verletzten Intima ein – dieser Prozess 
hat zunächst reparative Kennzeichen. Später entwickelt sich eine intimale Hyperplasie, 
die durch die eingewanderten Zellen und die Anhäufung extrazellulärer Matrix 
gebildet wird. Der Bereich der ehemaligen Gefäßverletzung wird von einer Neointima 
bedeckt [41]. Diese Neointima besteht aus spindelförmigen α-actin-positiven Zellen, 
die von einer lockeren extrazellulären Matrix umgeben sind. Das Ausmaß der 
begleitenden Entzündungsreaktionen ist umstritten. Bei tiefgreifender Verletzung der 
Gefäßwand kann es zum Einsprossen von Kapillaren, ausgehend von Gefäßen der 
Adventitia, kommen [42]. Der Endzustand ist eine erneute Einengung des zuvor 
aufgedehnten Gefäßlumens. 
 
 
 
2.2 Proto-Onkogene 
 
Ursprünglich wurden diejenigen Abschnitte der DNA, die man heute unter dem 
Begriff Onkogene kennt, in RNA-Viren gefunden. Wird die virale DNA bei der 
Infektion der Wirtszelle an strategisch wichtigen Punkten zufällig eingebaut, besteht 
die Gefahr der malignen Transformation der Zellen. Ursache dafür kann eine 
verminderte Expression eines Tumorsuppressors oder eine gesteigerte Ablesung des 
integrierten Onkogens sein. Diese Transformation unterliegt dabei dem Prinzip der 
Dominanz des Phänotyps, d.h. schon eine einzige aktive Kopie eines Onkogens reicht 
aus, um eine maligne Transformation der Zellen zu induzieren.  
 
Die Proto-Onkogene, d.h. Gene, die zu Onkogenen werden können, können auf 
verschiedenen Wegen entstehen. Zunächst kann es durch Punktmutationen zum 
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Austausch einzelner Aminosäuren mit der Folge eines veränderten Genproduktes 
kommen. Solche Veränderungen im ras-Gen sind mit dem Auftreten von Colon-
Karzinomen assoziiert [43, 44]. Auch die Translokation von Chromosomenabschnitten 
und die damit einhergehende Veränderung der Genaktivität kann Ausgangspunkt für 
eine Transformation sein. Beispielsweise führt die Verlagerung vom c-myc Gen zur 
Bildung von Burkitt-Lymphomen [45-47]. Bei Inaktivierung der Tumorsuppressorgene 
kommt es zur Enthemmung des Zellzyklus wie bei der Entwicklung von 
Retinoblastomen [48]. 
 
Die Funktionen der Proto-Onkogene in den nicht-transformierten Zellen sind noch 
nicht vollständig bekannt. Ihre Genprodukte werden unter funktionellen 
Gesichtspunkten in vier Gruppen eingeteilt. Zum einen gibt es Tyrosinkinasen wie src 
oder erbB. Diese Proteine beeinflussen den Zytoskelettaufbau und den 
Zuckerstoffwechsel [49, 50]. Fms und sis kodieren für Wachstumsfaktoren, wie 
beispielsweise für aktive Isoformen des PDGF [51, 52]. Auch GTP-bindende Proteine, 
die in die Signaltransduktion der Zellen eingeschaltet sind, werden durch Proto-
Onkogene kodiert [53]. Schließlich sind die DNA-bindenden Proteine, repräsentiert 
durch c-myc, zu nennen. 
 
Als man herausfand, daß die Onkogene nicht nur in den transformierten Zellen, 
sondern auch in völlig unauffälligen zu finden sind, postulierte man, daß die Onkogene 
aus den Zellen selber stammen müssten. Diese Genabschnitte sind also während einer 
viralen Infektion in das Genom des Virus integriert worden, wobei das entsprechende 
Virus die Onkogene an andere Zellen weiter überträgt.  
 
Der Begriff Proto-Onkogene wird aufgrund der derzeitigen Erkenntnissen am besten 
folgendermaßen definiert: Es handelt sich bei ihnen um zelluläre Gene, die auch in 
nicht-transformierten Zellen auftreten und wichtige Zelleigenschaften wie 
Zellproliferation und Zelldifferenzierung regulieren und durch Mutationen und/oder 
Regulationsstörungen zu Onkogenen werden, d.h. Tumore induzieren. 
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2.3 c-myc 
 
Das c-myc Gen kodiert für zwei nukleäre Proteine, myc 1 und myc 2 [54], die als 
wesentliche Strukturmerkmale einen Basic-Leucin-Zipper und ein Helix-Loop-Helix 
Motiv, also zwei DNA-Bindungsmotive, enthalten [55, 56]. Normalerweise herrscht in 
den Zellen die myc 2-Isoform vor. Sie führt zur Stimulierung von Zellwachstum und 
Proliferation. Eine Überexpression von myc 1 bei gleichzeitigem Mangel an myc 2 
verursacht eine Inhibition des Zellwachstums [54, 57].  
 
Das c-myc Gen enthält vier Promoter, die mit P0 bis P3 bezeichnet werden. Etwa 75 % 
der Transkripte werden von P2 initiiert [58]. Im folgenden soll ein Überblick über die 
Regulation des c-myc Gens gegeben werden. 
 
Im Gegensatz zur translationalen Kontrolle sind über die transkriptionale Regulation 
nur wenige Einzelheiten bekannt. Man weiß, daß die Regulation der Translation der 
c-myc mRNA über 5‘ untranslated region (5‘UTRs) [59, 60] und über einen Cap-
abhängigen Mechanismus [61, 62] möglich sind. 
 
Für die biologische Aktivität des c-myc Proteins sind das Helix-Loop-Helix Motiv 
sowie der Basic-Leucin-Zipper von grundlegender Bedeutung, denn nur über eine 
Assoziation mit einem zweiten Monomer können spezifische Funktionen des c-myc 
Proteins, wie beispielsweise die DNA-Bindung [63], ausgeübt werden. In diesem 
Zusammenhang ist ein Modell wichtig, über das man versucht, einen möglichen 
Mechanismus zur Regulation der myc-Aktivität zu erklären. Man stellt sich vor, daß 
Max-Proteine nicht nur Myc-Max-Heterodimere, sondern auch biologisch inaktive 
Max-Max- oder Mxi1-Max-Dimere bilden können. Diese führen nach Anlagerung an 
die DNA zu keiner Steigerung der Transkription des Zielgens [64, 65], da es zu einer 
kompetitiven Verdrängung von c-myc aus der Bindung an den Zielsequenzen der DNA 
kommt [66]. 
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Als wichtige Funktionen des c-myc Proteins ist neben der Zellproliferation und 
Zelldifferenzierung auch eine Beteiligung an der Apoptose-Maschinerie zu nennen. 
C-myc erhöht die Apoptoserate, dient aber auch als Trigger für die Zellen, um in die 
S-Phase des Zellzyklus einzutreten. Es ist wahrscheinlich, daß die Auslösung der 
Apoptose nicht eine direkte Funktion von c-myc ist, sondern immer in Verbindung mit 
der jun-Kinase und der Caspase 3 [67] abläuft. Über diese beiden Proteine kommt es 
zum Kollabieren des Chromatins und zur DNA-Degradation. Man geht heute davon 
aus, daß c-myc in den Zellen nötig ist, damit diese effizient auf eine Vielzahl von 
Apoptose auslösenden Stimulationen reagieren können. Zu diesen Stimuli gehören 
unter anderem: 
• Bedingungen, die das Zellwachstum blockieren, wie ein Mangel an Aminosäuren, 
• das Vorhandensein von Inhibitoren für die Transkription und Translation, 
• Hypoxie, Glucosemangel, heat shock, 
• das Vorhandensein von Chemotoxinen oder chemotherapeutisch wirksamen 
Medikamenten sowie Schäden an der genetischen Information der Zelle. 
 
Durch c-myc kommt es zu einer Sensibilisierung der Zellen für diese Stimuli. Daraus 
wird deutlich, daß es bei Mutationen im c-myc Gen in den entsprechenden Zellen zu 
einer verschobenen Empfindlichkeit auf physiologische, die Apoptose auslösende 
Faktoren kommt. Der Prozess der Apoptose an sich ist dabei zunächst nicht 
geschädigt. Das ist eine sehr wichtige Tatsache wenn man über Malignität spricht: Die 
Tumorzelle ist nicht deshalb maligne, weil sie die Fähigkeit zur Apoptose verloren hat, 
sondern weil sie quasi resistent für entsprechende proapoptotische Stimuli etc. ist [68].  
 
Die andere wichtige Funktion von c-myc, die oben bereits erwähnt wurde, liegt in der 
Fähigkeit, G1-Cycline zu regulieren. Die c-myc Expression wird binnen kurzer Zeit 
nach Stimulierung mit mitogenen Signalen hochreguliert. Verschiedene 
Beobachtungen zeigen eine enge Beziehung zwischen der Cyclin D1-Expression und 
der des c-myc Genes. Vermutlich erfolgt eine Aktivierung der D1-Cyclin Transkription 
über die Zusammenlagerung von c-myc mit Domänen des Östrogenrezeptors [69].  
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2.4 c-jun 
 
Der Name c-jun leitet sich vom japanischen Wort „ju-nana” ab, hinter dem Begriff jun 
verbirgt sich zum einen also der Hinweis auf das avian sarcoma virus 17, das 1983 
erstmals von Cavalerie et al. [70] für die Bildung von Fibrosarkomen bei Hühnern 
verantwortlich gemacht wurde. Andererseits spiegelt es auch Anerkennung für die 
japanischen Wissenschaftler wider, die in den 80er Jahren erste Forschungen bezüglich 
dieses Gens durchführten [71].  
 
Bei dem c-jun-Gen handelt es sich ebenfalls um Proto-Onkogene, die wie auch c-myc 
unter verschiedensten Bedingungen hochreguliert wird. Zur jun-Familie gehören neben 
dem klassischen c-jun Gen auch verwandte Gene wie junB, das ebenfalls nach 
Wachstumsstimulierung der Zellen eine Hochregulation zeigt und zu den early genes 
gerechnet wird, sowie junD [72]. Ähnlich wie beim myc-Protein sind auch hier die 
Dimere die biologischen Funktionseinheiten. Es können sich sowohl jun-Homodimere 
als auch jun-fos-Heterodimere oder Dimere mit weiteren Proteinen der ATF-Gruppe 
(activating transcription factors) gebildet werden. Diese Dimere binden an TPA-
responsive elements and cAMP-responsive elements der Zielgene an. 
 
Als zentrales regulatorisches Element des jun-Gens ist ein Promoter beschrieben 
worden [73]. Er besteht jeweils aus einer SP-1 binding site, einer CCAAT-Box, einer 
AP-1 like binding site und zwei TATA-Boxes. Die transkriptionale Regulation des 
jun-Gens wird über diese Promoterregion vermittelt. In diesem Zusammenhang ist ein 
Feedback zwischen jun und AP-1 von Bedeutung. Eine Steigerung der jun-Expression 
erfolgt hauptsächlich über das TPA-responsive element, an das sich verschiedene AP-
1, also jun-Heterodimere anlagern können. Das ist meist Folge der Einwirkung von 
Wachstumsfaktoren und Cytokinen [74], aber auch von UV-Licht [75] und wird über 
MAP-Kinasen und JNK (Junkinasen) vermittelt. Wie oben angeführt, besitzt auch das 
jun-Gen selbst eine AP-1 binding site, so daß eine Feedback-Schleife aufgebaut wird. 
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2.5 c-fos 
 
In den 60er und 70er Jahren ist es M.P. Finkel und Mitarbeitern gelungen, aus 
Knochentumoren Retroviren zu isolieren, die als Finkel-Biskis-Jinkis-Virus (FBJ-
Virus) [76] und Finkel-Biskis-Reilly-Virus (FBR-Virus) [77] bezeichnet werden. Das 
eigentliche transformierende Insert ist als fos-Onkogen bekannt geworden. Zur fos 
Genfamilie gehören neben dem c-fos Gen auch noch v-fos, FosB und FosB2, Fra-1/2 
und R-fos, wobei alle unterschiedlich stark ausgeprägte Homologien mit dem c-fos 
Gen aufweisen [78, 79].  
 
Das fos-Protein gehört zur bHLH-Zip-Proteinfamilie, d.h. als zentrales Struktur-
element enthält es zwei α-Helices, die durch einen Aminosäure-Loop voneinander 
getrennt sind sowie einen C-terminal gelegenen Leucin-Zipper. Über diese Domäne 
wird die bereits mehrfach erwähnte Dimerisierung möglich. Im Gegensatz zu den jun-
Proteinen, die stabile Homodimere bilden können, ist dies bei den fos-Proteinen nicht 
möglich. Auf der Grundlage der Leucin-Zipper werden jun-fos-Heterodimere als 
funktionelle Einheit gebildet. Die Aktivität des fos-Proteins wird beeinflußt über 
Modifikationen wie Phosphorylierungen, Oxidationen oder Reduktionen. Unter 
anderem erfolgt die Phosphorylierung durch PKC und PKA (protein kinase C/A) [80].  
 
Einen Überblick über die Struktur des Genes geben G. Reiner [81] und T. Curran [82]. 
Zentrales Element der transkriptionalen Kontrolle des fos-Gens ist der Promoter. Von 
großer Bedeutung sind die SRE, CaRE, E-Box sowie die AP-1 binding site (FAP für 
fos AP-1). Beide werden vom CRE überlappt. An das CRE können CRE-binding 
proteins (CREB) oder activation transcription factors (ATF) anbinden, die über cAMP- 
oder Ca2+-abhängige Wege die fos-Expression beeinflussen. Auslöser sind dabei 
Neurotransmitter oder Peptidhormone [83].  
 
Weiterhin findet sich ein SIS-inducible enhancer (SIE). Er wird von einer Reihe von 
Transkriptionsfaktoren erkannt, die man als STAT (signal transducer and activator of 
transcription) bezeichnet. Bei der Aktivierung, z.B. durch Janus Kinasen (JAK) oder 
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Tyrosinkinasen, wandern die STATs in den Zellkern und lagern sich an die DNA an 
[16, 17]. Als Auslöser für eine Aktivierung dieses Signalweges sieht man neben 
Wachstumsfaktoren und Zytokinen auch die Integrin-vermittelte Zelladhäsion an [18]. 
Über eine Ligation der Rezeptoren an der Zelloberfläche werden die JAKs aktiviert 
und führen zu einer Phosphorylierung der Rezeptoruntereinheit, so daß eine 
Bindungsstelle für STAT freigelegt wird. STAT bindet an und wird durch JAK 
phosphoryliert. Als Folge dimerisieren die STATs, wandern in den Zellkern und 
kontrollieren über die Anbindung an die SIE der DNA die Genexpression [19].  
 
Wichtig für die Regulation der fos-Genexpression ist auch das SRE. Es wird durch 
SRF (serum response factor) erkannt. Dieser Weg wird von vielen extrazellulären 
Signalen, z.B. durch Mitogene, beschritten, die letztlich über Phosphorylierungen von 
Elk-1 durch MAP-Kinasen die Ablesung des fos-Gens erhöhen. Auch UV-Licht [84] 
oder IL-1 vermitteln [85] über SRE ihren Einfluß auf die Regulation des fos-Gens.  
 
 
 
2.6 GAPDH  
 
Das GAPDH-Protein (Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase) ist ein tetramerer 
Komplex, der aus identischen 37 kDa Untereinheiten besteht. GAPDH ist als ein 
Enzym des Zuckerstoffwechsels in die Glykolyse eingeschaltet. Jedoch hat es auch 
Bedeutung in anderen wichtigen zellulären Vorgängen. In den letzten Jahren sind in 
folgenden Bereichen Funktionen des Enzyms beschrieben [86] worden: 
DNA-Glykosylierungen und –reparatur sowie –replikation, Transkriptionsaktivierung, 
Tubulininteraktionen, Endozystose sowie Apoptose. 
 
GAPDH findet als Kontrollgen in der Molekularbiologie Verwendung, da es als 
songenanntes „Haushalter-Gen“ relativ konstant exprimiert wird. Neuere 
Untersuchungen legen allerdings nahe, daß die Expressionsraten weniger konstant als 
bei HPRT sind. So finden sich beispielsweise in Karzinomen von Lunge, Pankreas, 
Prostata oder Cervix erhöhte Konzentrationen [87]. Ähnliche Ergebnisse fanden sich 
2. Grundlagen 20
bei der Untersuchung der GAPDH-Spiegel in Tumorzellen der Mamma. Auch unter 
Hypoxie finden sich erhöhte Spiegel an GAPDH-mRNA in Endothelzellen [88]. 
Andere Studien belegen, daß der Anstieg der mRNA-Expression in den Endothelzellen 
in wesentlich größerem Ausmaß erfolgt, als in allen anderen bisher untersuchten 
Geweben und Zellarten [89]. Verantwortlich dafür ist eine hypoxia responsive region 
im GAPDH-Promoter, die eine Bindungsstelle für einen hypoxia inducible factor-1 
(HIF-1) enthält [89].  
 
 
 
2.7 HPRT 
 
HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase) ist ein Enzym des 
Purinstoffwechsels. Es dient der Umwandlung von Guanin in Guanosinmonophosphat 
(GMP) und Hypoxanthin in Inositolmonophosphat (IMP) durch Einschleusen von 
Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP). Beim Menschen entsteht beim völligen Fehlen 
des Enzyms das X-chromosomal vererbte Krankheitsbild des Lesch-Nyhan-Syndroms 
[90, 91]. Ein unvollständiger Defekt führt zur Gicht-Arthritis [92, 93].  
 
Das menschliche HPRT-Gen umfasst insgesamt 42 kb und enthält 9 Exons [94]. Die 
am 5‘-Ende typischerweise vorhandenen regulatorischen Promoter-Elemente fehlen, 
aber es finden sich 5 sehr GC-reiche Motive [95] mit der Sequenz 5‘-GGCGGG-3‘. 
Vermutlich haben diese Abschnitte Bedeutung bei der Inaktivierung des 
X-Chromosomens, die durch Methylierungen im Sinne einer Unterdrückung der 
Transkription verursacht wird [96, 97]. 
 
Im Bereich zwischen Position –219 und –122, bezogen auf den Translationsstartpunkt, 
befindet sich ein positiv regulatorisches Element [97]. Zwischen –570 und –388 liegt 
ein negativ regulatorisches Element (HPRT-NE), das die Inaktivierung des HPRT-
Promoters bei Anbindung der entsprechenden trans-acting factors bewirkt [98].  
 
2. Grundlagen 21
Eine vermutliche AP-2 binding site erstreckt sich zwischen –265 und -267 [97]. Die 
Faktoren, die an diese Sequenzabschnitte anbinden können, sind noch nicht im 
einzelnen beschrieben. Bisher kennt man zwei unterschiedliche Proteinkomplexe, 
complex I und II, die an die HPRT-NE Region anbinden können. Eine mögliche Rolle 
schreibt man dem Ying Yang-1 Transkriptionsfaktor [99] zu, der auch an den c-fos 
Promoter anbinden kann.  
 
Das HPRT-Enzym ist ubiqiutär in geringen Konzentrationen verbreitet. Nur im 
Bereich der Basalganglien des ZNS treten deutlich erhöhte Konzentrationen auf [100]. 
Deutliche Spiegelveränderungen der HPRT-mRNA findet man ähnlich wie bei der 
GAPDH-mRNA unter Hypoxie. Dabei fallen jedoch die HPRT-mRNA 
Konzentrationen ab [101].  
 
HPRT bietet sich als endogene Kontrolle bei sensitiven Methoden wie einer RT-PCR 
an, da es in niedrigen Konzentrationen auftritt und geringere Schwankungen aufweist 
als beispielsweise GAPDH und β-Aktin [102].  
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Gefäßentnahme, Präparation und Dilatation der Gefäße 
 
Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Sequenzierung von c-myc und c-jun des 
Schweins mittels degenerierter Primer, dafür wurden Schweinegefäße aus dem 
Marburger Schlachthof verwendet. Sofort nach der Entnahme wurden die Gefäße auf 
Eis in HEPES-Puffer zum Labor transportiert. Die Transportzeiten lagen dabei 
zwischen 15 Minuten und einer halben Stunde. Es folgte eine Spülung der Gefäße mit 
HEPES-Puffer und die Präparation der Gefäße, d.h. es wurde umgebendes Gewebe wie 
Muskulatur, Fett und Bindegewebe einschließlich makroskopisch sichtbarer Adventitia 
entfernt, bei der Entnahme verletzte Gefässe bzw Gefässanteile wurden nicht 
verwendet. Die Gefäße wurden halbiert, um jeweils Kontroll- und Dilatationsgefäße zu 
erhalten. Dilatatiert wurden die Gefäße über 5 Minuten mittels eines 2 mm Wanda-
Ballonkatheters bei einem Druck von 8 atm, wobei die Gefäßstücke während der 
gesamten Dilatationszeit in HEPES-Puffer verblieben. Alle Gefäße (sowohl dilatierte 
wie Kontrollgefäße) wurden für 30 Minuten bei 37 °C in einem mit 5 % CO2 begasten 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Gefäße entweder direkt zur RNA-
Isolation eingesetzt, oder sie wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
konnten bei –80 °C in Kryoröhrchen aufbewahrt werden. 
 
Im zweiten Teil – der Durchführung von semiquantitativen PCRs – wurde auf Gefäße 
aus dem Tier-OP in Bad Nauheim zurückgegriffen. Dabei wurden die Schweine, es 
handelte sich um 4 Monate alte Läufer, im Rahmen verschiedener Experimente im 
Tier-OP überwacht. Am Ende der Versuche wurden die Karotiden durch die Tierärzte 
des MPI für Experimentelle Kardiologie in Bad Nauheim entfernt und mit 
physiologischer NaCl-Lösung gespült. Anschließend befanden sich die Gefäße 
ausschließlich in PBS-Puffer. Mittels steriler Instrumente wurde soweit wie möglich 
und makroskopisch sichtbar die Adventitia der Gefäße wegpräpariert. Anschließend 
erfolgte auch hier die Teilung der Gefäße und ihre Dilatation. Die Gefäße wurden mit 
einem 2 mm Ballonkatheter mit einem Druck von 8 atm über 5 Minuten dilatiert. Nach 
der Dilatation wurden die Gefäße bei 37 °C über 30 Minuten inkubiert. Circa 0,5 cm 
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lange Gefässstücke wurden in 5 %igem Formalin fixiert, um sie später zu 
histologischen Präparaten weiter zu verarbeiten.  
 
Der Großteil der Gefäße wurde kurz trockengetupft, in Kryoröhrchen mit flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und auf Trockeneis transportiert. Eine Erklärung der 
Probenbezeichnung ist unten angegeben. Es sei an dieser Stelle ausdrücklich darauf 
hingewiesen, daß die Gefäße während der Präparation, Dilatation und Inkubation 
ausschließlich in serumfreien Lösungen aufbewahrt wurden, um eine 
Expressionssteigerung der Proto-Onkogene durch Serumzugabe zu verhindern.  
 
An die Inkubationszeit hat sich bei einem Teil der Gefäße noch ein Kollagenaseverdau 
angeschlossen, der im folgenden dargestellt wird. 
 
 
3.1.1 Übersicht über die verwendeten Präparate 
 
Versuchsnummer1 Bezeichnung der Gefässe Besonderheiten in der 
Versuchsdurchführung 
2717 Ko / Dil 1 und 2 Die Gefässe konnten nicht 
verwendet werden aufgrund eines 
stark unregelmässigen 
Gefässlumens. 
2718 Ko / Dil 1 und 2 Die Gefässe wurden verworfen. 
Zum einen wies das Lumen nur 1-
2 mm im Durchmesser auf und war 
für den Ballonkatheter nicht zu 
passieren. Zum anderen war in 
vivo eine Fluoreszenzfärbung2  
durchgeführt worden. 
                                                 
1 Bei den angegebenen Nummern handelt es sich um interne Versuchsbezeichnungen des MPI für 
Experimentellen Kardiologie in Bad Nauheim, wobei jedes verwendete Schwein eine eigene 
fortlaufende Nummer erhält. Somit ist eine eindeutige Zuordnung zwischen Versuch und Schwein 
möglich.  
2 Durch die Tierärzte wurden nach Versuchsende die Karotiden aus dem Schwein entnommen und mit 
physiologischer NaCl-Lösung gespült. Anschließend wurde durch sie überschüssiges Bindegewebe von 
den Gefäßen entfernt. 
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2723  Das Schwein musste während der 
durchgeführten Versuch aufgrund 
eines Defektes im 
Beatmungsgerätes mehrfach 
defibrilliert werden. Es erfolgte 
keine Fluoreszenzfärbung. 
 Ko / Dil 1 Gefäss distal der 
Kanülierungsstelle 
 Ko / Dil 2 Unversehrtes Gefäss der 
Gegenseite 
2724  Keine relevanten Besonderheiten 
während der in vivo Versuche. 
Keine Fluoreszenzfärbungen. 
 Ko / Dil 1 Gefäss distal der 
Kanülierungsstelle 
 Ko / Dil 2 Unversehrtes Gefäss der 
Gegenseite 
2747  Keine relevanten Besonderheiten 
während der in vivo Versuche. 
Keine Fluoreszenzfärbungen. 
 Ko / Dil 1 Gefäss distal der 
Kanülierungsstelle 
 Ko / Dil 2 Unversehrtes Gefäss der 
Gegenseite 
 Ko / Dil Koll 1 und 2 Zusätzlich wurde mit diesen 
Gefässanteilen der Kollagenase A 
Verdau durchgeführt. 
 
Tabelle 3-1: Überblick über die verwendeten Gefässe sowie deren Versuchsnummern des  
MPI Bad Nauheims. 
 
 
 
3.2 Kollagenase A-Verdau 
 
Die verwendete Kollagenase A-Lösung wurde auf 0,2 % mit PBS-Puffer verdünnt und 
gegebenenfalls bei –20 °C gelagert. Vor Gebrauch mußte die Kollagenase A-Lösung 
jedoch auf 37 °C erwärmt werden, um ein Reaktionsoptimum des Enzyms zu 
erreichen. Nach Ablauf der üblichen Inkubationszeit von 30 Minuten nach der 
Dilatation wurden die Gefäße in Teile mit einer Masse von etwa 100 mg geschnitten, 
je nach Durchmesser entspricht dies einer Länge von etwa 0,5 cm, und mittels einer 
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Schere längs eröffnet. Diese so vorbereiteten Gefäßstücke wurden in 9 mm Well-Plates 
mit der Kollagenase A-Lösung überschichtet und für weitere 15 bis 20 Minuten bei 
37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die abgelösten Endothelzellen 
mittels eines Skalpells möglichst stumpf abgeschabt und die Muskelschicht in PBS-
Puffer gespült, um verbleibende Endothelzellen zu entfernen. Auch diese 
Gefäßstückchen konnten nun in flüssigem Stickstoff bzw. bei –80 °C eingefroren 
werden.  
 
 
 
3.3 Histologische Präparate 
3.3.1 Fixierung und Einbettung 
 
Die Anfertigung der histologischen Präparate erfolgte unter Mitarbeit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Moll, Institut für Pathologie der Philipps-Universität 
Marburg. 
 
Die Fixierung der Gefäßstückchen, die mikroskopisch untersucht werden sollten, 
mußte sich rasch an die Inkubation anschließen, um eine einsetzende Autolyse der 
Gewebe zu vermeiden. Aus diesem Grund wurden die Gefäße direkt aus dem 
Inkubationspuffer in das Formalin (5 %) überführt. 
 
Nach der Fixierung wurden die Gefäßstückchen in Paraffin eingebettet. Da es sich bei 
dem Paraffin um ein wasserunlösliches Einbettmedium handelt, war eine 
Vorbehandlung im Sinne einer Entwässerung mittels aufsteigender Alkoholreihen 
nötig. 
 
 
3.3.2 Färbungen 
 
Nach Abschluß des Einbettens wurden aus dem Gefäßstückchen am Mikrotom 2-5 µm 
dicke Schnitte hergestellt und gefärbt. Als histologische Standardfärbung wurde eine 
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Hämalaun-Eosin-Färbung, zur Bindegewebsdarstellung eine Elastica- kombiniert mit 
einer van-Gieson-Färbung verwendet. 
 
3.3.2.1 Hämalaun-Eosin-Färbung 
Bei den zur HE-Färbung verwendeten Farbstoffen handelt es sich um Hämalaun zur 
Kernfärbung und um das zu den Fluoreszein-Farbstoffen gehörende Eosin als 
Zytoplasmafarbstoff. Als Färbeergebnis erhält man blau gefärbte Zellkerne, Strukturen 
sowie rötlich gefärbtes Zytoplasmas mit variablen Intensitäten. 
 
Die Präparate wurden über 5 Minuten in Hämalaun-Farblösung gestellt. Überschüssige 
Farbe wurde anschließend mit Wasser abgespült. Zum Bläuen wurde mit warmen 
Leitungswasser gespült und abschließend für 3 bis 5 Minuten mit wässriger 0,3 %iger 
Eosin-Lösung gefärbt. Als letzter Arbeitsschritt erfolgte eine Differenzierung der 
Präparate mit Wasser. 
 
3.3.2.2 Van-Gieson-Färbung 
Bei der van-Gieson-Färbung handelt es sich um eine Trichromfärbung; verwendete 
Farbstoffe sind die feindisperse Pikrinsäure und das grobdisperse Säurefuchsin. Es 
erfolgt eine Färbung zellulärer Strukturen nach dem Mechanismus einer 
physikalischen Färbung. Die Zytoplasma- und Bindegewebsdarstellung findet mit 
Pikrinsäure und Säurefuchsin im Sinne einer Simultanfärbung statt. Zur Kernfärbung 
wurde das pH-stabile Eisenhämatoxylin verwendet. Als Ergebnis sind schließlich 
Zellkerne braunschwarz, Muskulatur, Epithel und Nervengewebe gelb und 
Bindegewebe rot dargestellt. 
 
Die Färbung wurde analog zur HE-Färbung vorgenommen. Hämalaun wurde dabei 
durch Eisenhämatoxylin und Eosin durch die van-Gieson-Färbelösung, bestehend aus 
0,1 %igem Säurefuchsin und gesättigter wässriger Pikrinsäure, ersetzt. 
 
3.3.2.3 Elastica-Färbung 
Die Elastica-Färbung dient der Darstellung elastischer Fasern. Sie wird im allgemeinen 
mit der van-Gieson-Färbung zur „EvG“-Färbung kombiniert. Die Färbung verläuft 
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nach dem Prinzip der Oberflächenadsorption. Als Ergebnis werden die elastischen 
Fasern bräunlichviolett bis blauschwarz dargestellt. 
 
Aus einer absteigenden Alkoholreihe kommend inkubierten die Präparate für 15 
Minuten bei 70 °C in der Resorcin-Fuchsin Farblösung. Anschließend wurden sie mit 
Aqua dest. gespült. Die Differenzierung erfolgte in 95 %igem Alkohol. Auch nach 
diesem Schritt wurde das Präparat gespült. Daran schloß sich dann die komplette van-
Gieson-Färbung an. 
 
 
3.3.3 Eindeckung der Präparate und Auswertung 
 
Nach dem Färben durchliefen die Präparate eine absteigende Alkoholreihe, wurden 
erneut mit Xylol gewaschen, und schließlich wurde mit Hilfe von Harzen Deckgläser 
aufgezogen. Dadurch konnten der Schnitt geglättet und Lichtreflexe bei der 
Betrachtung im Mikroskop vermieden werden. 
 
Die Auswertung dieser Präparate erfolgte am Mikroskop. Fotos wurden mit der fest 
installierten Kamera angefertigt. Besonderer Wert bei der Auswertung wurde auf 
folgende Punkte gelegt: 
1. Intaktheit der Intima: 
Sichtbare Zeichen einer Verletzung durch den Ballonkatheter, 
2. Intaktheit der Media: 
Anzeichen einer Verletzung der Lamina elastica interna oder 
Auseinanderweichen der glatten Muskelzellen durch Überdehnung der 
Gefäßwand, 
3. Überprüfung, ob histologisch Reste der Adventitia sichtbar sind, 
4. Beurteilung des Gefäßzustandes; Frage nach einer möglichen Infiltration der 
Gefäßwand mit Entzündungszellen, die auf eine Schädigung des Gefäßes in vivo 
hindeutet. 
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3.4 RNA-Isolation 
3.4.1 TRIZOL-Reagens 
 
Als erster Schritt der RNA-Isolierung mußten die eingefrorenen Gefäße, die optimaler-
weise zwischen 80 und 100 mg wiegen, zerkleinert und homogenisiert werden. Die 
mechanische Zerkleinerung erfolgte dabei unter flüssigem Stickstoff mit einem zuvor 
mit RN-ase Away Reagens behandelten Mörser. Das auf diese Weise erhaltene 
Gefäßmehl wurde in 0,8 ml Trizol-Reagens gelöst und anschließend mit Hilfe einer 
sterilen Pasteurpipette aus Glas durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
homogenisiert. Alternativ wurde die Homogenisierung auch mittels Ultraschall oder 
Ultraturax direkt in Trizol-Reagens duchgeführt. Eine darauf folgende 
Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur garantierte die Dissoziation der 
vorliegenden Nukleinsäure-Protein-Komplexe. Anschließend wurden 0,2 ml 
Chloroform zu den Proben gegeben, diese dann bei Raumtemperatur für 2 Minuten 
inkubiert und mit maximaler Geschwindigkeit bei 3-4 °C zentrifugiert. Durch das 
Zentrifugieren trennten sich Wasser- und Phenolphase, wobei dann das RNA-Pellet in 
der wässrigen Phase gelöst vorlag. Zum Ausfällen der RNA wurde dasselbe Volumen 
Isopropanol hinzugefügt und für 15 Minuten bei 3 °C inkubiert. Die RNA konnte dann 
nach Zentrigugation von der Lösung getrennt werden. Das Pellet wurde zweimal mit 
0,8 ml 70 %igem Ethanol, der eine Temperatur von –20 °C hatte, gewaschen. Im 
letzten Waschschritt wurde der gesamte Überstand entnommen und das Pellet unter der 
Sterilbank oder im Speed-Vac getrocknet. Das Pellet wurde nach dem Trockenschritt, 
der zwischen 15 und 25 Minuten unter der Sterilbank in Anspruch nahm, in 30-40 µl 
RNase freiem Water gelöst, kurz gevortext und in ein steriles Tube überführt. 
 
Zur Beurteilung von Qualität und Quantität der isolierten RNA wurden zwei Methoden 
verwendet: 
• Die photometrische Messung der Proben bei 260 und 280 nm und 
• Die Anfertigung von RNA-Analysengelen. Es wurden 1 % Agarosegele genutzt, 
deren Herstellung weiter unten erklärt wird. 
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3.4.2 Analyse der isolierten RNA 
 
Die Ergebnisse der photometrischen Messung der isolierten RNA sind in Tabelle 4-2 
dargestellt. Dabei dient der Quotient der gemessenen Absorptionen bei einer 
Wellenlänge von 260 bzw. 280 nm als Anhaltspunkt für den Reinhaltsgehalt der RNA. 
Hochreine RNA weist typischerweise eine Ratio von 1,8 bis 2,0 auf. Eine niedrigere 
Ratio ist auf Proteinverunreinigungen zurückzuführen. Im Fall der aufgeführten Ratios 
sind die Ursachen für Werte zwischen 1,5 und 1,7 vermutlich auf verbleibende 
Ethanolreste im isolierten RNA-Pellet zurückzuführen. Diese sind wiederum Folge der 
unvollständigen Trocknung des Pellets unter der Sterilbank und nicht unter 
Vakuumbedingungen im Speed-Vac. Um die RNA-Proben im Photometer zu messen, 
wurden sie auf 1:10 bis 1:50 mit DEPC verdünnt. 
 
Man verwendet im Prinzip für die elektrophoretische Auftrennung von RNA 
denaturierende Formaldehydgele, denn die RNA behält anderenfalls einen Großteil 
ihrer Sekundärstruktur während der Auftrennung bei. 
 
Da die im Verlauf dieser Arbeit angefertigten RNA-Gele einzig der Überprüfung der 
Qualität der isolierten RNA dienten, wurden sie unter nicht denaturierenden 
Bedingungen als 1 % Agarosegele präpariert. 
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3.5 Reverse Transkription 
 
Nach Isolation und Reinheitskontrolle der RNA wurde diese als Ausgangspunkt zur 
Reversen Transkription genutzt. 
 
 
3.5.1 Protokoll zur Reversen Transkription 
 
Bei der Umschreibung der RNA in cDNA muß grundsätzlich beachtet werden, daß 
man gleiche Mengen an RNA eingesetzt werden, denn dies ist eine wichtige 
Voraussetzung dafür, daß später die einzelnen Expressionsmuster miteinander 
vergleichbar sind. Die Reverse Transkription (RT) verlief in drei Schritten: Im ersten 
Schritt wurde 250 bis 500 ng RNA in DEPC-Wasser verdünnt und als unspezifischer 
Primer Hexamer (1 µl Hexamer-Oligonukleotid) zugegeben. Die so vorbereiteten 
Proben wurden für 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Während dieser Zeitspanne konnte 
der RT-Mix vorbereitet werden, der ein Gesamtvolumen von 17,4 µl aufwies. Dazu 
wurden 8 µl 5x Buffer, 4 µl dTT, 1 µl dNTP´s vermischt und auf das entsprechende 
Endvolumen mit DEPC verdünnt. Nach Zugabe des RT-Mixes zu den Proben wurden 
diese in einem zweiten Schritt für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden 200 I.E. M-MLV pro 1 µg RNA zugegeben und die Proben in 
einem dritten Schritt zunächst über 90 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann für 
5 Minuten bei 95 °C denaturiert, um zu erreichen, daß die Nukleinsäuren weitgehend 
linear vorliegen. 
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3.6 Polymerase Chain Reaction 
 
Die durch die Reverse Transkription erhaltene komplementäre DNA (cDNA) wurde in 
den PCRs eingesetzt. Im folgenden soll zunächst der allgemeine Reaktionsablauf einer 
PCR beschrieben werden. 
 
 
3.6.1 Prinzip der PCR 
 
Für die Durchführung einer PCR, die ja bekanntermaßen sequenzabhängig verläuft, 
müssen Primer konstruiert werden, die die Abschnitte der Ziel-DNA wie zwei 
Markierungen für Start und Stop begrenzen. Diese Primer müssen zur Basenfolge der 
zu amplifizierenden DNA exakt komplementär sein. Hat man geeignete Primer 
gefunden, so kann die entsprechend zwischen den beiden Primern liegende Sequenz 
vervielfältigt werden. 
 
Um eine PCR durchführen zu können, muß man neben dem taq-Enzym, den Primern 
und den Nukleotiden auch noch Magnesium- und Kaliumchlorid in Form eines Puffers 
zur DNA-Probe zugeben. 
 
Eine jede PCR beginnt mit einer längeren Inkubationszeit bei 94 °C. Dabei kommt es 
zur Denaturierung der DNA, d.h. die Doppelstränge trennen sich und das DNA-
Template liegt nun einzelsträngig vor. Ein kurzer Denaturierungsschritt von etwa 45 
bis zu 90 Sekunden Dauer wird vor jeden neuen Zyklus vorgeschaltet. Daran schließt 
sich dann eine sogenannte „annealing“-Zeit von 30 bis 60 Sekunden Dauer und einer 
Temperatur von 50 bis 60 °C an. Unter diesen Bedingungen kommt es zur Anlagerung 
der Primer and die komplementären DNA-Abschnitte. 
 
Auf die „annealing“-Zeit folgt als Abschluß eines jeden Zyklus die „extension“-Zeit. 
Dabei beträgt die Temperatur 72 °C, ein Bereich, in dem die taq-Polymerase die 
höchste Aktivität zeigt. Je nach Länge der zu amplifizierenden DNA-Bereiche dauert 
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dieser Schritt zwischen 20 und 90 Sekunden. In diesem Schritt kommt es nun zur 
Synthese des komplementären DNA-Stranges durch die taq-Polymerase, d.h. am Ende 
dieses Reaktionsschrittes liegt die DNA doppelsträngig vor, jeweils aus Template und 
einem neu synthetisierten Strang bestehend. In jedem weiteren Zyklus können als 
Template sowohl ursprünglich vorhandene Abschnitte der Ziel-DNA wie auch die neu 
synthetisierten Fragmente verwendet werden, so daß a priori über eine gewisse 
Zeitspanne der Zuwachs an Ziel-DNA exponentiell erfolgt.  
 
Die Anzahl der insgesamt zu durchlaufenden Zyklen muß individuell auf die 
Ausgangsmenge der Ziel-DNA angepaßt werden. Meist reichen jedoch 25 bis 35 
Zyklen aus, um nach der Gelelektrophorese eine einheitliche, scharfe Bande zu 
erhalten. 
 
Die Reaktionskinetik der PCR verläuft sigmoidal, d.h. auf eine Anfangsphase folgt 
eine Phase mit exponentiellem Zuwachs an DNA. Gegen Ende einer PCR jedoch flacht 
die Kurve wieder ab als Zeichen dafür, daß sich die Reaktion erschöpft hat und die zur 
Verfügung stehenden Substrate und Reagenzien zur Neige gehen. 
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3.6.2 Primerdesign für die PCR 
 
Möchte man eine RT-PCR, wie in dieser Arbeit geschehen, durchführen, so kann der 
erste Schritt im Primerdesign übersprungen werden. In diesem Schritt muß man sich 
nämlich vergewissern, ob in dem zwischen den beiden Primern gelegenen 
Genabschnitt ein Intron liegt; ist das der Fall, muß man eine reverse Transkription 
vorschalten. Optimaler Weise beträgt die Länge eines Primers 21 Basenpaare. Auch 
bei der Verwendung von Primern mit 30 Basenpaaren und mehr steigt die jeweilige 
Spezifität für die Sequenzen nicht weiter an. Der GC-Gehalt, also der prozentuale 
Anteil der Basen Guanin („G“) und Cytosin („C“) soll mindestens 50 % betragen. Das 
5´-Ende der Primer soll so gewählt werden, daß möglichst keine Adenin- oder 
Thyminbase am Anfang steht. Ansonsten besteht die Gefahr, daß die Primer sich in der 
PCR als instabil erweisen.  
 
Um optimale Ausbeuten in der PCR zu erhalten, sollte die Fragmentlänge des zu 
amplifizierenden Gens 200 bis 1500 Basenpaare betragen. Selbstverständlich ist bei 
der Wahl der Primer auf eine mögliche Komplementarität innerhalb eines, aber auch 
zwischen beiden Primern zu achten.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte das Primerdesign mit Hilfe des Programms Primer3, 
das von Mitarbeitern der Pathologischen Fakultät Cambridge [103] erstellt wurde. Als 
erste Kontrolle der Primerspezifität wurde die Komplementarität der ausgewählten 
Primer gegenüber allen bekannten und in der DNA-Datenbank abgelegten Sequenzen 
geprüft. Hierzu wurde ein über das Internet verbreitetes Blast-Programm des National 
Centre of Biotechnology Information (NCBI) [104] verwendet. 
 
3.6.2.1 Design von Primern für die Sequenzierung 
Zunächst wurden alle bei Säugern bekannten und über die DNA-Datenbank 
verfügbaren Sequenzen für c-myc und c-jun herausgesucht. Die verwendeten Gene und 
ihre Herkunft sind in Tabelle 3-2 dargestellt. 
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Diese Sequenzen wurden nun für jedes der beiden Gene gegeneinander schrittweise im 
Blast-Programm verglichen und zueinander komplementäre Sequenzbereiche markiert. 
Ziel war, einen Abschnitt des Gens zu finden, der im Verlaufe der Evolution möglichst 
konstant geblieben ist, um dann für diesen Bereich weitgehend spezifische Primer zu 
erstellen. Im folgenden wird die Lage der Primer anhand der menschlichen Sequenzen 
gezeigt, ebenfalls beziehen sich alle Zahlenangaben auf die Sequenz beim Menschen. 
 
 
Gen-
bezeichnung 
Herkunft Accession-Nummer der 
Entrez-Datenbank 
Referenz 
c-myc Mensch J00120 W.W. Colby et al. [105], 
C. Glazin et al. [106], 
S. Guilhot et al. [107] 
 Huhn X68073 L.L. Harris et al. [108] 
 Schimpanse M38057 C. Argaut et al. [109] 
 Katze M22727 M.A. Stewart et al. [110] 
 Maus AF076523 U.K. Rout et al. [111] 
 Ratte Z38067 C.E.Asker et al. [112] 
c-jun Mensch J04111 K. Hattori et al. [73] 
 Ratte X17163 M. Sakai et al. [113] 
 Huhn M57467 T. Nishimura et al. [114] 
 Rind AF069514 J.S. Davis et al. [115] 
 Maus J04114 I.M. Verma et al. [116] 
 
Tabelle 3-2: Überblick über die Herkunft und die Accession-Nummer der zum 
Sequenzvergleich herangezogenen Primärstrukturen des c-myc und c-jun Gens 
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Genbe-
zeichnung 
Primersequenz Länge des zu erwar-
tenden Fragments 
c-myc (S)    cga cta cga ctc ggt gc 
(AS) cca tct cca gct ggt cg 
ca. 270 bp 
c-jun (S)    gcc tac ggc tac agt aac c 
(AS) ctt ggg gca cag gaa c 
ca. 230 bp 
 
Tabelle 3-2: Darstellung der Sequenzen des c-jun und c-myc Primers sowie der zu 
erwartenden Fragmentlänge 
 
 
3.6.2.2 Primerdesign für die semiquantitative PCR 
Um eine semiquantitative PCR durchzuführen (siehe auch Abschnitt 3.6.3.2), wurden 
neben den im Zentrum des Interesses stehenden Proto-Onkogenen weitere Primer 
benötigt. Wichtig für die spätere Auswertung waren dabei die „housekeeping genes“, 
mit deren Hilfe man eine Normierung der Ergebnisse erzielen kann. Als housekeeping 
genes wurden dabei HPRT, GAPDH und β-Aktin verwendet. Ebenfalls eingesetzt 
wurden zwei Marker für die Gewebe der Gefäßwand: sm-MLCK für die glatte 
Muskulatur und vWF für das Endothel. Auch hier wurden die beim Schwein 
bekannten Sequenzen aus der DNA-Datenbank herausgesucht und mittels des Oligo-
CGI-Programms die spezifischen Primer erstellt. Wie oben beschrieben wurden diese 
auf ihre Spezifität hin geprüft. In Tabelle 3-4 sind die Primersequenzen, die Accession-
Numbers der Gendatenbank sowie die Referenzen angegeben. 
 
Bei den beiden Genen c-jun und c-myc konnte auf die eigene Sequenzierung (Angabe 
der Sequenzen im Kapitel 4.1.4) zurückgegriffen und ebenfalls spezifische Primer 
erstellt werden. Jedoch erwies sich der neu konstruierte c-myc Primer als instabil, so 
daß auf den Primer, der bei der Sequenzierung verwendet wurde, zurückgegriffen 
werden musste. Ursache für die Instabilität ist wahrscheinlich das Vorhandensein von 
Adenin- und Thyminbasen am 5’-Ende. 
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Gen-
bezeichnung 
Accession-Nummer der 
Entrez-Datenbank 
Referenz 
c-fos Y14808 M.L. Mimmack et al. [117] 
HPRT AF143818 A. Gyoerffy et al. [118] 
GAPDH AF017079 R. Behdjani et al. [119] 
β-Aktin AF054837 R.L McNeel et al. [120] 
sm-MLCK D894497 C. Sakihara [121] 
vWF U81236 B.R. Bahnak et al. [122] 
 
Tabelle 3-4: Überblick über die Primer, die in der semiquantitativen PCR verwendet wurden 
mit Angabe der entsprechenden Accession-Nummer der Entrez-Gendatenbank 
 
Genbezeich-
nung 
Primersequenz Länge des zu 
erwartenden 
Fragments 
c-fos 
 
(S)    cca acc tgc tga agg aga ag 
(AS) gat cca ggg aag cca cag ac 
(120 bp) 
HPRT 
 
(S)     cca tca cat agt agc cct ct 
(AS)  gct tga cca gga aaa gca ag 
(290 bp) 
GAPDH 
 
(S)     ggg cat gaa cca tga gaa gt 
(AS)  gtc ttc tgg gtg gca gtg at 
(290 bp) 
β-Aktin 
 
(S)     atg gtg ggt atg ggt cag aa 
(AS)  cct ctc cat gtc gtc cca gt 
(128 bp) 
sm-MLCK 
 
(S)     ctc act gtg ctc cat ctc ca 
(AS)  aag aga gct ctt tgg cct cc 
(189 bp) 
vWF 
 
(S)     cat ctc cca gaa gca cat cc 
(AS)  ctg ccg aag att tgg aag ag 
(198 bp) 
 
Tabelle 3-5: Überblick über die Primer, die in der semiquantitativen PCR verwendet wurden 
mit Angabe der Sequenzen und der zu erwartenden Fragmentlänge des PCR-
Produkts 
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Gen- 
bezeichnung 
Primersequenz Referenz 
c-myc (S)     aac ttc tac cag cag cag ca 
(AS)  gta cga ggg cga gca gag 
eigene 
Sequenzierung 
 
c-jun (S)     aac ctg aag ccg cac cta c 
(AS)  gat gtg ccc gtt act gga ct 
eigene 
Sequenzierung 
 
Tabelle 3-6: Überblick über die Primer für c-myc und c-jun, deren Sequenzen auf der eigenen 
Sequenzierung basieren 
 
 
 
3.6.3 Protokoll der PCR 
 
Um eine PCR durchzuführen, muß man jegliche Kontamination der Proben - sei es 
durch Staubteilchen oder auch durch nicht ordnungsgemäß autoklavierte Geräte – 
vermeiden. Weiterhin ist es empfehlenswert, alle in der PCR benutzen Substanzen vor 
Gebrauch zu zentrifugieren, um Verunreinigungen durch den Deckelrand zu 
vermeiden. Im folgenden wird die praktische Durchführung einer PCR dargestellt. 
 
Um einen Master-Mix von 60 µl Gesamtvolumen zu erhalten, setzt man 7,5 µl cDNA 
ein. Desweiteren gibt man 6 µl 10x Puffer, 
• 4,8 µl dNTP´s, 
• 1,2 µl Primer sowie 
• 0,3 µl taq-Polymerase  
zu dem Reaktionsgemisch, verdünnt es auf 60 µl mit sterilem Aqua dest. und startet im 
Heizblock die Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf 90 °C.  
 
Die jeweils pro Primer verwendeten Zykluszahlen, „annealing“-Temperatur und -Zeit 
wurden experimentell ermittelt. Die Dauer des primären Denaturierungsschrittes 
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betrug 5 Minuten. Über die gleiche Zeitspanne erstreckte sich auch die abschließende 
Denaturierung. 
 
3.6.3.1 Durchführung einer spezifischen PCR 
Im ersten Schritt der Arbeit zum Zeitpunkt der Sequenzierung von myc und jun wurde 
ein Master-Mix von 20 µl Volumen vorbereitet. Wichtig war hier, eine einzelne 
scharfe spezifische Bande nach Auftrennung im Agarosegel zu erhalten, um dann nach 
Eluation des PCR-Fragments mit der direkten Sequenzierung beginnen zu können. 
Unten stehende Tabelle 3-7stellt die Kennzeichen der jeweiligen PCR dar. 
 
 
Gen Gesamt-
zykluszahl 
De-
naturierung 
Annealing Extension Temperatur-
stufe nach den 
ersten 3 Zyklen 
myc 35 94 °C – 1 min 56 °C – 1 min 72 °C – 1,5 min 52 °C – 1 min 
jun 34 94 °C – 1 min 58 °C – 1 min 72 °C – 1,5 min 52 °C – 1 min 
 
Tabelle 3-7: Kennzeichen der spezifischen PCR für die c-myc und c-jun Primer 
 
 
3.6.3.2 Durchführung einer semiquantitativen PCR 
Ziel des zweiten Teils war es, unterschiedliche mRNA-Expressionsmuster der 
einzelnen Gene zu ermitteln. Zunächst war auch hier der Nachweis der 
Primerspezifität nötig. Die Ergebnisse der Optimierung der spezifischen PCR-
Bedingungen sind in Tabelle 3-8 aufgeführt. Daran hat sich dann eine semiquantitative 
PCR angeschlossen. Dabei wurde versucht, durch gezielte Entnahmen kleiner Proben 
nach bestimmten Zyklenzahlen die sigmoidalen Reaktionsverläufe der jeweiligen 
Reaktion nachzuvollziehen und im Diagramm (Diagramm 3-1) abzubilden. Zu diesem 
Zweck erfolgte eine Entnahme von jeweils 9 µl aus dem 60 µl umfassenden PCR-Mix 
an 5 verschiedenen Zeitpunkten des Reaktionsablaufs. Die Entnahmezeitpunkte 
wurden festgelegt, indem ausgehend von der Gesamtzykluszahl jeweils in 
Dreierschritten zurückgezählt wurde. Die entnommenen Proben sind direkt auf ein 2 % 
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Agarosegel übertragen worden. Nach Auftrennung und Färbung mit Ethidiumbromid 
konnten dann an einer UV-Kamera und rechnergestützt die optischen Dichten ermittelt 
und graphisch dargestellt werden. So konnten für jeden Primer die exponentiellen 
Phasen des PCR-Reaktionsverlaufs aufgezeigt und für die weiteren Berechnungen 
herangezogen werden. 
 
 
Gen Gesamt-
zyklus-
zahl 
Denaturie-
rung 
Annealing Extension Temperatur-
stufe nach den 
ersten 3 
Zyklen 
c-jun 34 94 °C – 1 min 58 °C – 1 min 72 °C – 1,5 min 52 °C – 1 min 
c-myc 35 94 °C – 1 min 58 °C – 45 sec 72 °C – 30 sec ∅ 
c-fos 35 94 °C – 1 min 60 °C – 45 sec 72 °C – 1 min 52 °C – 45 sec 
GAPDH 35 94 °C – 1 min 58 °C – 45 sec 72 °C – 1 min ∅ 
HPRT 30 94 °C – 1 min 58 °C – 45 sec 72 °C – 30 sec ∅ 
β-Aktin 35 94 °C – 1 min 58 °C – 45 sec 72 °C – 30 sec ∅ 
sm-MLCK 35 94 °C – 1 min 58 °C – 45 sec 72 °C – 30 sec ∅ 
vWF 35 94 °C – 1 min 60 °C – 45 sec 72 °C – 30 sec 53 °C – 45 sec 
 
Tabelle 3-8: Ergebnis der Optimierung der PCR-Bedingungen unter Verwendung der 
angegebenen Primer 
 
 
3.6.4 Auswertung der semiquantitativen PCRs 
 
In Anlehnung der von Charles M. Dozois [123] beschriebenden RT-PCR zur Analyse 
von Zytokin-Genexpressionen wurde von in dieser Arbeit eine Methode zur 
semiquantitativen RT-PCR entwickelt. Sie beruht auf dem Vergleich der optischen 
Dichten der Banden der im Agarosegel aufgetrennten PCR-Fragmente während der 
exponentiellen Phase der PCR zwischen Kontroll- und dilatiertem Gefäß, nachdem 
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diese mit Hilfe des „housekeeping genes“ HPRT normiert wurden. Zuerst wurde der 
Quotient zwischen den optischen Dichten der Banden des zu untersuchenden Gens und 
HPRT ( = Ratio) des jeweiligen Gefäßes errechnet. Der Mittelwert wurde für jedes 
einzelne Gen aus den Differenzen der Ratio Kontrolle und Ratio Dilatation 
(xD = xDil - xKo) berechnet. Dazu wurden die Standardabweichungen σD der 
Mittelwerte und die Konfidenzintervalle ermittelt. Anschließend wurde für die 
Versuchsgruppe ohne Kollagenasebehandlung mittels Origin 5.0 über einen T-Test für 
abhängige Ereignisse zum Signifikanzniveau α = 0,05 die p-Werte bestimmt.  
 
Um die Angaben anschaulicher zu gestalten, wurde die in Abhängigkeit von der 
jeweiligen Zykluszahl ermittelten optischen Dichten graphisch dargestellt (Diagramm 
3-1). Man erhält dabei ein Spiegelbild der unter optimalen Bedingungen sigmoidal 
verlaufenden Reaktionskinetik. Arithmetische Mittelwerte der Differenzen 
(xD = xDil - xKo), Standardabweichung der Mittelwerte und Konfidenzintervalle wurden 
graphisch veranschaulicht (Diagramm 3-3a/b). Zu Beginn mußte der Meßbereich der 
UV-Kamera durch eine Verdünnungsreihe bestimmt werden, um Verzerrungen in 
extremen Meßbereichen zu vermeiden. Die erhaltene Kurve ist ebenfalls dargestellt 
(Diagramm 3-2) und macht deutlich, daß nur während der exponentiellen Phase 
Vergleiche gezogen werden dürfen.  
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Diagramm 3-1: Beispielhafte Darstellung des sigmoidalen Kurvenverlaufs der PCR anhand des 
c-jun Primers bei Verwendung des Gefäßes 2747-1. Die Vergleiche der optischen 
Dichten wurden zum Zeitpunkt des exponentiellen Wachstums, hier während des 
Zyklus 28, durchgeführt.  
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Diagramm 3-2: Darstellung der Verdünnungsreihe, die nur in gewissen Grenzen exponentiell 
verläuft, dann aber schnell abflacht. Folgende Verdünnungen wurden 
verwendet: (1) 1:64, (2) 1:32, (3) 1:16, (4) 1:4, (5) 1:2 und (6) 1:1. Es wurde das 
PCR-Produkt einer fos-PCR verwendet und mit DEPC verdünnt. 
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Diagramm 3-3a: Darstellung von Mittel-
werten und Standardabweichungen von 
Gefäßen, die aus Media und Intima bestehen 
 Diagramm 3-3b: Darstellung von Mittel-
werten und Standardabweichungen von 
kollagenasebehandelten Gefäßen 
 
Die Primerbezeichnung wurde folgendermaßen gewählt: (1) c-jun, (2) c-fos, (3) c-myc, 
(4) GAPDH, (5) β-Aktin, (6) sm-MLCK und (7) vWF. 
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3.7 PAGE: Auftrennung der PCR-Fragmente  
3.7.1 Polyacrylamid-Gele 
 
Für das Gel wurde eine Acrylamidlösung folgendermaßen angesetzt: 6,25 ml 
vorgemischte 40 %ige Rotiphoreselösung wird mit 10 ml 5x TBE und 250 µl 10 % 
APS (Ammoniumperoxidsulfat) versetzt und mit Aqua bidest. auf 50 ml verdünnt. Um 
den Fuß des Geles zu gießen, mußten 15 ml dieser Lösung mit 75 µl TEMED, für das 
eigentliche Gel 35 ml mit 35 µl TEMED versetzt werden. Als Laufpuffer wurde 1x 
TBE verwendet. Zur Beladung des Geles wurden jeweils 10 µl PCR-Produkt mit 3 µl 
Loading Buffer vermischt. Die Auftrennung der Fragmente nahm 75 Minuten in 
Anspruch, wobei die Spannung 125 V und die Stromstärke 30 mA betrugen. Als 
Größenmarker wurde ein 1 kB DNA-Marker verwendet. 
 
Die Färbung der Polyacrylamidgele erfolgt mit Silbernitrat. Zunächst wurde das Gel 
mit 10 %iger Salpetersäure für 3 Minuten fixiert. Das Gel wurde dann mit Aqua dest. 
gründlich gespült und mit Silbernitrat-Lösung für 20 Minuten imprägniert. Nach 
Entfernen der Silbernitrat-Lösung wurde das Gel erneut mit Aqua dest. gewaschen und 
dann die Banden mit Natriumcarbonat-Lösung entwickelt. Um die Reaktion zu 
stoppen, wurde 10 %ige Essigsäure zugegeben. Abschließend wurde das Gel mit Aqua 
dest. gespült und auf Gelpapier gelegt, mit durchsichtiger Folie überspannt und im 
Geltrockner getrocknet. 
 
 
3.7.2 Agarosegele 
 
Die PCR-Fragmente wurden ähnlich wie die isolierte RNA in Agarosegelen 
aufgetrennt. Dabei soll die Präparation der Gele im folgenden kurz umrissen werden. 
Je nach Konzentration des fertigen Gels  wurden unterschiedliche Mengen Agarose 
abgewogen und mit einem entsprechenden Volumen an 1x TAE verdünnt. Es wurden 
dabei 2 %ige Gele verwendet. Die Lösung wurde vorsichtig erhitzt. Anschließend 
wurde die flüssige Agarose in die mit Kämmen versehene Gelkammer gegossen und 
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erstarrte binnen 20 bis 30 Minuten. Zur Beladung des Gels wurden die Kämme 
entfernt, das Gel knapp mit 1x TAE überschichtet und die Marker in die 
entsprechenden Taschen gefüllt. Nach vollständiger Beladung mit den Proben, die mit 
Loading Dye versetzt wurden, konnte dann die elektrophoretische Auftrennung 
gestartet werden, wobei pro cm Strecke zwischen beiden Elektroden jeweils 5 bis 8 V 
angelegt wurden. Anschließend wurden die Gele in 2 %iger Ethidiumbromidlösung für 
etwa 20 Minuten gefärbt, weitere 20 Minuten gewässert und unter einer UV-Kamera 
betrachtet. 
 
 
 
3.8 Sequenzierung 
 
Im Rahmen der Vorbereitung der Proben für die Sequenzierung war es nötig, daß die 
hochspezifischen PCR-Fragmente aus dem Agarosegel nach der Auftrennung eluiert 
wurden. Im folgenden Abschnitt wird das genaue Vorgehen beschrieben. 
 
 
3.8.1 Eluation der Fragmente aus dem Gel 
 
Zur Eluation der PCR-Produkte aus dem Gel wurde der QIAX 2-Kit der Firma Qiagen 
verwendet. Alle Reagenzien wurden dabei so eingesetzt, wie sie geliefert wurden. Die 
entsprechende Ziel-Bande im Agarosegel wurde mittels eines Skalpells unter UV-Licht 
aus dem Gel herausgeschnitten und anschließend entsprechend dem Gewicht mit 3 
Teilen Buffer QX 1 versetzt. Je nach erwarteter Menge an eluierter DNA wurden 10 
bis 30 µl QIAX 2-Lösung zugegeben. Der QX 1-Puffer diente dabei der Auflösung der 
Agarose und sorgte für optimale Bedingungen, um die DNA zurückgewinnen zu 
können. Dazu mußte allerdings sichergestellt werden, daß der pH-Wert der Lösung 
nicht zu stark verändert wurde. Erleichtert wurde die pH-Wert-Abschätzung durch 
einen gelben Indikator, der dem QX 1-Puffer zugefügt wurde. Eine pH-Wert-Erhöhung 
führte demnach zu einem Farbumschlag nach Rot; trat dieser Umschlag ein, mußten 
zur Senkung des pH-Wertes 10 µl 3 M Natriumacetat pH 5,0 zugesetzt werden. Nach 
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Zentrifugation über 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und Verwerfen des 
Überstandes konnte mit dem Waschen der DNA begonnen werden. Zunächst setzte 
man 500 µl Buffer QX 1 ein, um noch enthaltene Agarosegelreste zu entfernen. Auch 
hier folgten Vortexen, Zentrifugation, Abnahme und Verwerfen des Überstandes. Im 
nächsten Waschschritt mit 500 µl Buffer PE konnten Reste aus der PCR wie 
überschüssige Primer oder Enzyme, aber auch nicht verbrauchte Nucleotide, Loading 
Buffer oder Detergenzien zur Stabilisierung der Primer wie DMSO entfernt werden. 
Nach Zentrifugation und Verwerfen des Überstandes wurde das eluierte DNA-Pellet 
für etwa 15 Minuten unter der Sterilbank getrocknet. Dann wurden 20 µl 1x TE 
zugegeben und die Probe für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 
abschließenden Zentrifugation befand sich die DNA im Überstand gelöst und konnte 
abpipettiert werden. Dieser letzte Eluationsschritt wurde bei Bedarf wiederholt, um die 
Ausbeute an DNA zu erhöhen. Es sei darauf hingewiesen, dass das im TE-Puffer 
enthaltene EDTA als Komplexbildner möglicherweise nachfolgende enzymatische 
Reaktionen erschweren kann. 
 
 
3.8.2 Sequenzierung der PCR-Fragmente 
 
Zur Sequenzierung von DNA-Abschnitten stehen grundsätzlich zwei Möglichkeiten 
zur Verfügung: Die chemische Methode nach Maxam und Gilbert [3] sowie die „Plus-
und-Minus-Methode“ nach Sanger. Sangers Methode wurde zur in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten Dideoxy-Methode [124-126] später weiterentwickelt. 
 
Diese moderne Methode nutzt ein Enzym, das man als AmpliTaq-Polymerase FS 
bezeichnet. Grundlage der Methode ist die zuvor beschriebene PCR, jedoch verwendet 
man fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (dNTP´s). Durch das Enzym werden 
also markierte, zur Ziel-DNA komplementäre Stränge synthetisiert, die später mit 
einem geeigneten Detektionssystem, in diesem Fall einer GCC-Kamera und 
Laserstrahlen, aufgespürt werden können. Je nach Wellenlänge der Absorption kann 
man dabei auf die Basensequenzen schließen.  
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Bei der in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schlegel, Institut für Neuropathologie der 
Philipps Universität Marburg, durchgeführten Sequenzierungen sind folgende 
Markierungen verwendet worden: 
 
540 nm blau  Cytosin 
570 nm grün  Adenin 
595 nm gelb/schwarz Guanin 
625 nm rot  Thymin 
 
 
Bei jeder Sequenzierung können jedoch sogenannte Nx-Primer auftreten. Diese 
entstehen durch Nebenprodukte, die in der Primerlösung enthalten sind. Man spricht 
dann auch von einer Sequenzüberlagerung durch N1-Primer. Diese Artefakte traten 
z.B. bei der Sequenzierung von myc und jun auf und sind in den Anfangsbereichen der 
Reads sichtbar (siehe Abbildung 4-3 und 4-4). 
 
Wichtig beim Einsatz eines PCR-Fragments zur Sequenzierung ist natürlich, daß man 
von einem einheitlichen spezifischen Produkt ausgeht. Bevor man diese Produkte 
sequenzieren kann, müssen alle Nebenprodukte gründlich entfernt werden. Dazu 
gehören auch Gelrückstände oder Puffersalze. Die aus den Gelen eluierten Produkte 
wurden zu diesem Zweck mittels 4 M Ammoniumacetatlösung und Ethanol durch 
Zentrifugation gefällt. Dabei kommt es ebenfalls zur Abtrennung von unerwünschten 
DNA-Bruchstücken. 
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4. Eigene Ergebnisse 
 
4.1 Sequenzierung von c-jun und c-myc 
4.1.1 RNA-Isolation 
 
Die RNA-Isolierung erfolgte auf chemischem Weg mittels Trizol-Reagenz. Zunächst 
wurden die Gefäße mittels Ultraschall über 10 bis 15 Minuten homogenisiert, dann mit 
einem Mörser zerkleinert und per Pasteurpipetten oder Tuberkulinspritzen 
homogenisiert. In Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse der photometrischen Messung 
zusammengefaßt. Nachteilig bei der RNA-Isolation mittels Trizol-Reagenz erwies 
sich neben dem hohen Zeitaufwand auch das zur Waschung des Pellets eingesetzte 
Ethanol, da es erst vollständig entfernt werden mußte, um nicht als starker Inhibitor der 
nachfolgenden PCR zu wirken. Ethanolspuren schlagen sich möglicherweise in 
niedrigen Werten für die Ratio nieder. 
 
 
Eingesetzte Gefäßmenge 
(mg) 
Ratio RNA-Konzentration 
(µg/µl) 
Gesamtmenge der 
isolierten RNA (µg) 
50 1,600 0,686 20,6 
60 1,750 1,052 31,56 
80 1,780 0,994 29,8 
90 1,900 0,918 27,54 
90 1,840 1,070 32,1 
 
Tabelle 4-1: Überblick über die photometrisch ermittelten Ratios und Konzentrationen der 
mit Trizol isolierten RNA 
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4.1.2 Spezifische PCR 
 
Wie bereits in Kapitel Material und Methoden besprochen, wurden optimale 
Bedingungen in der PCR individuell bestimmt und von der Qualität der Bande im 
Agarosegel abhängig gemacht. Um eine scharfe klare Bande mit den Primern für c-jun 
und c-myc zu erhalten war es nötig, in der PCR eine Temperaturstufe zu verwenden. 
Dabei liefen die ersten 3 Zyklen bei einer “annealing”-Temperatur oberhalb der 
errechneten Tm, die folgenden Zyklen bei Temperaturen unterhalb der Tm ab. Um die 
Ausbeute mit dem c-myc Primer zu erhöhen, mußte ein Volumen von 5 µl cDNA – 
also doppelt so viel wie bei den übrigen Primern – eingesetzt werden.  
 
Nach Ermittlung der optimalen PCR-Bedingungen konnte die Primerspezifität 
nachgewiesen werden: Es zeigte sich eine einzelne scharfe, deutliche Bande, die im 
Vergleich zum Marker die entsprechende Fragmentgröße aufwiesen. Beispielhaft ist 
ein Gel abgebildet und beschriftet (Abbildung 4-1a/b). 
 
 
 
 
Abbildung 4-1a: Darstellung eines 2 %igen Agarosegels, das als Nachweis der Primerspezifität 
eine einzelne scharfe Bande liefert (Lane 2 und 3: Negativkontrollen, Lane 1: 
c-jun über 34 Zyklen bei 53 °C, Lane 4: c-jun über 34 Zyklen bei 55 °C, Lane 5: 
c-jun über 34 Zyklen mit Temperaturstufe von 58 °C auf 52 °C) 
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Abbildung 4-1b: Darstellung eines 2 %igen Agarosegels, das als Nachweis der Primerspezifität 
eine einzelne scharfe Bande liefert (Lane 1: c-myc über 38 Zyklen mit Tempera-
turstufe von 56 °C auf 52 °C, Lane 2: Negativkontrolle) 
 
 
Alternativ konnten die PCR-Fragmente auch in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt 
werden. Auch dafür ist ein Beispiel (Abbildung 4-2) angegeben. 
 
 
 
 
Abbildung 4-2: Darstellung eines Polyacrylamidgels, das nach Silberfärbung eine für die 
verwendeten Primer spezifische Bande liefert, wobei je nach PCR-Bedingungen 
unterschiedlich deutliche Banden zu finden sind, (Lane 1: c-jun über 30 Zyklen 
bei 48 °C, Lane 2: c-jun über 27 Zyklen bei 50 °C, Lane 3: c-fos über 27 Zyklen 
bei 53 °C, Lane 4: c-fos über 30 Zyklen mit Temperaturstufe von 56 °C zu 52 °C) 
 
 
 
4.1.3 Eluation der Fragmente aus dem Gel 
 
Wie bereits beschrieben, wurde die spezifische Bande aus dem Agarosegel 
herausgeschnitten und die sich darin befindliche DNA eluiert. Als Kontrolle wurde die 
in 1x TE gelöste DNA in einer Verdünnung von 1:10 photometrisch gemessen. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 4-2 angegeben. 
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Gen Konzentration der eluierten  
DNA (µg/µl) 
Datum der 
Probe 
jun 0,064 9.11.98 
jun 0,074 15.11.98 
myc 0,114 15.11.98 
myc 0,058 22.11.98 
 
Tabelle 4-2: Konzentrationen der aus dem Gel eluierten PCR-Fragmente 
 
 
4.1.4 Sequenzierung  
 
Die Sequenzierung der Proben erfolgte durch die Mitarbeiter der Neuropathologie, AG 
Prof. Dr. Schlegel, Philipps Universität Marburg. Die erhaltenen Sequenzen lauten: 
 
4.1.4.1 c-myc mRNA des Schweines (227 bp) 
1 
46 
91 
136 
181 
226 
ctg cga cga gga gga gaa ctt cta cca gca gca gca gca gag cga 
gct gca gcc gcc ggc acc cag cga gga tat ctg gaa gaa att cga 
gtt gct gcc cac ccc gcc cct gtc ccc gag ccg ccg ctc cgg gct 
ctg ctc gcc ctc gta cgt cga ggt cgc gtc ctt ctc ccc cag ggg 
aga cga tga cgg cgg cgg cgg cag ctt ttc cac ggc cga cca gct 
gg 
 
 
4.1.4.2 c-jun mRNA des Schweines (186 bp) 
1 
46 
91 
136 
181 
tga act ggc cga ccc ggt ggg caa cct gaa gcc gca cct acg ggc 
caa gaa ctc cga cct cct cac ctc gcc cga cgt ggg gct gct caa 
gcg gct gtc gcc cga act cga gcg cct gat aat cca gtc cag taa 
cgg gca cat cac cac cac gcc gac ccc tac cca gtt cct gtg ccc 
caa aga 
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Abbildung 4-3: Darstellung des Reads für die Sequenzierung von c-myc des Schweines3  
                                                 
3 Die Sequenzierung wurde unter Mitarbeit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Schlegel, Institut für 
Neuropathologie der Philipps-Universität Marburg durchgeführt. (siehe auch Kapitel 3.8.2) 
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Abbildung 4-4: Darstellung des Reads für die Sequenzierung von c-jun des Schweines4 
 
                                                 
4 Die Sequenzierung wurde unter Mitarbeit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Schlegel, Institut für 
Neuropathologie der Philipps-Universität Marburg durchgeführt. (siehe auch Kapitel 3.8.2) 
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4.2 Histologie 
4.2.1 Ergebnisse 
 
Die Präparate wurden im direkten Vergleich zwischen Kontroll- und dilatierten 
Gefäßen beurteilt. Dabei zeigte sich als alleiniger Hinweis auf eine Ballondilatation 
eine leichte Überdehnung der dilatierten Gefäße. Wegweisend hierfür waren eine 
dünne Gefäßwand im Vergleich zum Kontrollgefäß mit entsprechend erweitertem 
Lumen, sowie angespannt erscheinende, nicht mehr ausgeprägt wellenförmig 
angeordnete elastische Fasern. Die Gefäße zeigten keine Anzeichen einer Autolyse, 
vielmehr präsentierten sie sich als frisch und unversehrt. Die Intima stellte sich als 
perlschnurartige Kette dar. Sie war sowohl bei dilatierten als auch nicht dilatierten 
Gefäßen nicht sichtbar rupturiert. Ebenso unversehrt war die Media. Die 
zylinderförmigen glatten Muskelzellen waren wellenförmig angeordnet. Im Zentrum 
befand sich der dunkel angefärbte Zellkern. Nicht immer sicher abzugrenzen war die 
Lamina elastica interna; sie bestand aus mehreren Lagen elastischer Fasern und zeigte 
ebenfalls keine Zeichen einer Verletzung. Je nach Individuum und Entfernung des 
ursprünglichen Gefäßstückes von der Karotisgabel konnte zwischen Arterien vom 
überwiegend elastischen oder muskulären Typ unterschieden werden. Für die 
nachfolgenden RNA-Isolationen wurden allerdings ausschließlich muskuläre Arterien 
verwendet. Die Adventitia war bei den Gefäßen in kleinen Resten vorhanden. Das 
verbliebene Bindegewebe war aufgrund der chirurgischen Präparation unregelmäßig 
angeordnet. Bei den Gefäßen, die in vivo Fluoreszenzfarbstoffen ausgesetzt waren und 
nicht für weitere Versuche verwendet wurden, sah man deutlich entzündliche 
Infiltrationen der Adventitia in der Umgebung der Adipozyten. Ob diese Infiltration 
jedoch ursächlich mit der Verwendung der Fluoreszenzfarbstoffe zusammenhängt, war 
durch die histologischen Präparate allein nicht zu beurteilen. Als Artefakte 
präsentierten sich durch Schrumpfungen des Gewebes während der Fixierung 
entstandene Spalten in der Gefäßwand. Besonders im Bereich des Übergangs zwischen 
Intima und Media, die eine Ablösung des Epithels vortäuschen können. Auch Spuren 
von Scharten im Mikrotommesser und auskristallisierter Farbstoff auf den Präparaten 
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waren nicht vollständig zu vermeiden. Ebenso entstanden Falten beim Aufziehen des 
Präparats auf den Objetktäger. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-5: 
Darstellung des Gefäßes 2723 Dilatation 1 in EvG-Färbung 
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Abbildung 4-6: 
Darstellung des Gefäßes 2723 
Kontrolle 2 in HE-Färbung 
Abbildung 4-7: 
Darstellung des Gefäßes 2724 
Kontrolle 1 in HE-Färbung 
Abbildung 4-8: 
Darstellung des Gefäßes 2724 
Kontrolle 2 in HE-Färbung 
 
 
 
  
   
Abbildung 4-9: 
Darstellung des Gefäßes 2723 
Dilatation 1 in HE-Färbung 
Abbildung 4-10: 
Darstellung des Gefäßes 2724 
Dilatation 1 in HE-Färbung 
Abbildung 4-11: 
Darstellung des Gefäßes 2724 
Dilatation 2 in HE-Färbung 
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4.4 Semiquantitative PCR 
4.4.1 RNA-Isolation 
 
Für nachfolgende Versuche wurde die RNA auf chemischem Wege mittels 
Phenollösungen (s.o.) isoliert. Beispielhaft sind in Tabelle 4-5 Ratio und RNA-
Konzentrationen der Proben als Ergebnis der photometrischen Messung in einer 
Verdünnung zwischen 1:10 bis 1:50 angegeben. 
 
 
Probenbezeichnung Ratio Konzentration 
µg/ml 
Gesamtmenge 
µg/30µl 
2723 Ko 1 1,717 519,4 15,582 
2723 Dil 1 1,704 523,5 15,705 
2723 Ko 2 1,766 235,7 7,071 
2723 Dil 2 1,748 434,3 13,029 
2724 Ko 1 1,691 591,3 17,74 
2724 Dil 1 1,644 393,67 11,81 
2724 Ko 2 1,626 1487,67 44,63 
2724 Dil 2 1,721 586,9 17,61 
2747 Ko 1 1,445 409,3 12,28 
2747 Dil 1 1,502 538,2 16,15 
2747 Ko 2 1,557 304,3 9,129 
2747 Dil 2 1,779 293,6 8,808 
2747 Ko 1 Koll 1,422 276,0 8,28 
2747 Dil 1 Koll 1,465 434,8 13,01 
2747 Ko 2 Koll 1,729 376,6 11,29 
2747 Dil 2 Koll 1,807 62,3 1,986 
 
Tabelle 4-3: Überblick über die photometrisch ermittelten Ratios und Konzentrationen der 
mit Trizol aufgereinigten RNA 
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Abbildung 4-13: Darstellung von typischen RNA-Analysengelen, die Bezeichnung erfolgt 
dabei wie vorn (siehe Abschnitt 3.1) beschrieben. Bei der oberen Bande 
handelt es sich um die Bande, die die 28S-RNA repräsentiert, die untere 
Bande entspricht demnach der 18S-RNA. Zusätzliche Banden unterhalb 
der 18S-RNA deuten auf eine Degradation der RNA, wie etwa bei der 
Probe 2724 Dil 2, hin. 
 
 
4.4.2 Spezifische PCR 
 
Um für die verwendeten Primer eine einzelne scharfe Bande nach Auftrennung im 
Agarosegel zu erhalten, mußten die PCR-Bedingungen optimiert werden. Bei allen 
Proben und Primern wurden ausschließlich 2,5 µl cDNA eingesetzt. Es erwiesen sich 
die bereits in Tabelle 3-7 dargestellten Reaktionsbedingungen, die empirisch in 
unterschiedlichen Versuchsreihen ermittelt wurden, als günstig. 
 
Unter den oben angegebenen Bedingungen konnte die Primerspezifität nachgewiesen 
werden. Dazu wurde die durch Auftrennung der PCR-Produkte erhaltende Bande mit 
dem mitgeführten Größenmarker verglichen. Eine Spezifität konnte angenommen 
werden, wenn die erhaltende Bande die errechnete Fragmentgröße aufweist. 
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Abbildung 4-14: Darstellung von 2 %igen Agarosengelen, die eine einzelne scharfe Bande als 
Nachweis der Primerspezifität für die Proto-Onkogene c-jun, c-fos und c-myc 
liefern  
 
 
 
 
Abbildung 4-15: Darstellung von 2 %igen Agarosengelen, die eine einzelne scharfe Bande als 
Nachweis der Primerspezifität für die Housekeeping Gens und für die 
Gewebemarker liefern 
 
 
Anschließend wurden für jeden Primer und für jede Gefäßprobe eine semiquantitative 
PCR durchgeführt, wobei die Bandenintendität als optische Dichten gemessen und im 
Diagramm dargestellt wurde. Die Abbildung 4-12 stellt beispielhaft ein solches 
Agarosegel dar, wobei besonders die ansteigende Intensität der Banden mit 
zunehmender Zykluszahl deutlich wird. 
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Abbildung 4-16: Darstellung eines 2 %igen Agarosegels, das die zunehmende Bandenintensität 
mit steigender Zykluszahl verdeutlicht. Es handelt sich hier um eine mit dem c-
jun Primer bei Gefäß 2723-2 durchgeführte PCR. 
 
 
4.4.3 Ergebnisse der semiquantitative PCR – Auswertung der optischen Dichten 
 
4.4.3.1 Gefäße ohne Kollagenasebehandlung (n = 6) 
Die oben beschriebenen semiquantitativen RT-PCRs liefern folgende Ergebnisse für 
die Versuchsreihen ohne Kollagenasebehandlung der Gefäße nach Ballondilatation: 
Das Konfidenzintervall der gemessenen Expressionsveränderung des c-jun Proto-
Onkogens liegt bei -0,926 bis 2,082, (KI -0,926 - 2,082, p = 0,092). Die nach 
Dilatation gemessene Veränderung der Genablesung des c-myc Gens lautet –0,853 bis 
3,716 mit einem p-Wert von 0,382, (KI -0,853 - 3,716, p = 0,382), für das c-fos Gen 
3,700 bis -0,001 mit dem dazugehörigen p-Wert von 0,332 (KI -0,001 - 3,700, p = 
0,332).  
Die beiden mitgeführten Marker sm-MLCK und vWF sind durch folgende 
Konfidenzintervalle gekennzeichnet: Bei sm-MLCK überschneidet ein Anteil des 
Intervalls die Null, jedoch liegt der Großteil im positiven Bereich (KI -0,594 - 3,684, p 
= 0,123), die beobachtete Expressionsveränderung des vWF-Gens liegt im Bereich 
zwischen 7,409 und –1,899 (KI -1,899 - 7,409, p = 0,189)  
 
Als Grenzen des Konfidenzintervalls für das GAPDH-Gen wurde 3,367 und –1,897 
ermittelt (KI -1,897 - 3,367, p = 0,505); für das zweite “housekeeping gene” β-Aktin 
2,041 und 0,061 (KI 0,061 - 2,041, p = 0,041). Die Expression von HPRT nach 
Ballondilatation wurde als konstant angenommen und HPRT folglich zur Normierung 
herangezogen. 
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 c-jun c-fos c-myc GAPDH β-Aktin sm-MLCK vWF 
XD 0,925 1,849 1,433 0,735 1,051 1,545 2,755 
σ 1,763 1,763 2,175 2,508 0,944 2,038 4,434 
KIOG -0,926 -0,001 -0,853 -1,897 0,061 -0,594 -1,899 
KIUG 2,082 3,7 3,716 3,367 2,041 3,684 7,409 
p-Wert 0,092 0,332 0,382 0,505 0,041 0,123 0,189 
 
Tabelle 4-7: Ergebnisse der semiquantitativen PCRs bei Verwendung endothelhaltiger 
Gefäße, Darstellung von arithmetischem Mittel (XD), Standardabweichung des 
Mittelwertes (σ), oberer und unterer Grenze des Konfidenzintervalls (KIOG und 
KIUG) sowie vom p-Wert zum Signifikanzniveau von α = 0,05 
 
 
 
Diagramm 4-1: Darstellung des Vergleichs der Ratios von Kontrolle und Dilatation 
endothelhaltiger Gefäße 
 
 
4.4.3.2 Gefäße mit Kollagenasebehandlung (n = 2) 
Für die Versuchsreihe mit Kollagenasebehandlung der Gefäße wurden folgende 
Ergebnisse erhalten: Die Grenzen des Konfidenzintervalls für das c-jun Gen liegen bei 
-0,001 und -0,175 (KI -0,001 - -0,175). Auf eine Berechnung der p-Werte wurde 
aufgrund der geringen Fallzahlen verzichtet. Die Veränderung der Genexpression für 
Vergleich der Ratios 
endothelhaltiger Gefäße
0
2
4
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jun fos myc
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c-myc liegt zwischen –0,383 und 0,135 (KI -0,383 - 0,135), für c-fos zwischen -0,541 
und 0,269 (KI -0,541 - 0,269).  
 
Die untere Grenze des Konfidenzintervalls des sm-MLCK-Gens wurde mit 0,933 
ermittelt, die obere Grenze liegt ebenfalls im positiven Bereich und beträgt 1,009 (KI 
0,933 - 1,009). In dieser Versuchsreihe läßt sich der vWF nicht mittels PCR 
nachweisen. Ursache dafür ist, daß die Endothelzellen durch die Kollagenase-
behandlung verdaut und entfernt wurden. 
 
Das Konfidenzintervall für die gemessene Expressionsveränderung des GAPDH-Gens 
liegt bei -0,041 bis -0,685 (KI -0,041 - -0,685), für das β-Aktin-Gen bei –0,235 bis 
0,207 (KI -0,207 - -0,235).  
 
 
 c-jun c-fos c-myc GAPDH β-Aktin sm-MLCK 
XD -0,088 -0,136 -0,124 -0,363 0,221 0,971 
σ 0,048 0,223 0,143 0,177 0,050 0,021 
KIOG -0,175 -0,541 -0,383 -0,685 0,207 0,933 
KIUG -0,001 0,269 0,135 -0,041 0,235 1,009 
 
Tabelle 4-8: Ergebnisse der semiquantitativen PCRs bei Verwendung von mit Kollagenase A 
behandelten Gefäßen, Darstellung von arithmetischem Mittel (XD), 
Standardabweichung des Mittelwertes (σ) sowie oberer und unterer Grenze des 
Konfidenzintervalls (KIOG  und KIUG) mit dem Signifikanzniveau von α = 0,05 
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Diagramm 4-2: Darstellung des Vergleichs der Ratios von Kontrolle und Dilatation 
kollagenasebehandelter Gefäße 
 
 
Als problematisch bei der Interpretation der Ergebnisse erwies sich die ausgeprägte 
interindividuelle Variabilität. In den Diagrammen 4-3 und 4-4 sind die optischen 
Dichten der einzelnen Banden direkt im Vergleich zwischen Kontrolle und Dilatation 
für die c-jun und c-fos Primer aufgetragen. Es wird deutlich, wie groß die 
interindividuelle Variabilität der einzelnen Ergebnisse ist. Dabei liegen Ausreißerwerte 
auch außerhalb der Standardabweichung ohne daß es hierfür eine Erklärung aus dem 
Versuchsablauf, wie beispielsweise histologische Auffälligkeiten geben würde. Auch 
kann nicht gesagt werden, dass zuvor in vivo kanülierte Gefäße mehr Ausreißer zeigen 
würden als Gefäße, an denen in vivo nicht manipuliert wurde. Besonders deutlich wird 
dies anhand des Gefäßes 2724-2, hier sind die Einzelwerte für Kontrolle und Dilatation 
im Vergleich zu den anderen Gefäßen erhöht, ohne daß sich dies jedoch in der 
Differenz zwischen Kontrolle und Dilatation widerspiegeln würde. Es findet sich also 
eine Erhöhung, die gleichermaßen auf Kontrolle und Dilatation einwirkt. 
 
Vergleich der Ratios 
kollagenasebehandelter Gefäße
0
1
2
3
jun fos myc
Kontrolle
Dilatation
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Diagramm 4-3: Darstellung der optischen Dichten der PCR-Banden bei Verwendung des c-jun 
Primers. Die Gefäße sind folgendermaßen bezeichnet: (1) 2723-1, (2) 2723-2, (3) 
2724-1, (4) 2724-2, (5) 2747-1 und (6) 2747-2 
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Diagramm 4-4: Darstellung der optischen Dichten der Banden bei Verwendung des c-fos 
Primers. Die Gefäße sind folgendermaßen bezeichnet: (1) 2723-1, (2) 2723-2, (3) 
2724-1, (4) 2724-2, (5) 2747-1 und (6) 2747-2 
 
 
4.4.3.3  Subgruppenanalyse 
Die Auftrennung der Ergebnisse von PCRs an Gefäßen ohne Kollagenasebehandlung 
in Gruppen ohne in vivo Manipulation und mit in vivo Kanülierung der Gefäße, liefert 
die in folgenden zwei Tabellen dargestellte Werte: 
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 c-jun c-fos c-myc GAPDH β-Aktin sm-MLCK vWF 
XD 1,919 2,167 2,249 1,02 1,729 3,007 4,51 
σ 1,672 2,423 3,198 3,123 0,693 1,563 5,036 
KIOG -0,563 -1,43 -2,498 -3,616 0,7 0,687 -2,965 
KIUG 4,401 5,764 6,996 5,656 2,758 5,327 11,985 
 
Tabelle 4-9: Ergebnisse der semiquantitativen PCRs bei Verwendung endothelhaltiger 
Gefäße, die in vivo keiner Manipulation unterlagen,  
Darstellung von arithmetischem Mittel (XD), Standardabweichung des 
Mittelwertes (σ) sowie oberer und unterer Grenze des Konfidenzintervalls (KIOG 
und KIUG) zum Signifikanzniveau von α = 0,05. 
 
 
 c-jun c-fos c-myc GAPDH β-Aktin sm-MLCK vWF 
XD 0,361 1,531 -0,102 0,449 0,289 0,083 0,999 
σ 0,532 1,347 0,130 0,750 0,291 0,453 1,113 
KIOG -0,427 -0,468 -0,295 -0,664 -0,143 -0,589 -0,653 
KIUG 1,149 3,353 0,091 1,562 0,721 0,755 2,651 
 
Tabelle 4-9: Ergebnisse der semiquantitativen PCRs bei Verwendung endothelhaltiger 
Gefäße, die in vivo kanüliert wurden,  
Darstellung von arithmetischem Mittel (XD), Standardabweichung des 
Mittelwertes (σ) sowie oberer und unterer Grenze des Konfidenzintervalls (KIOG 
und KIUG’) zum Signifikanzniveau von α = 0,05. 
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5. Diskussion 
 
5.1 Histologie 
 
Die meisten Erkenntnisse über die morphologischen Auswirkungen direkt und 
unmittelbar nach einer Ballondilatation gehen auf Arbeiten von Block und Pasternak in 
den frühen 80er Jahren zurück. Block [127] beschreibt histologisch nachweisbare 
Veränderungen etwa 1, 90 und 120 Stunden nach einer Ballondilatation an 
verstorbenen Patienten. Es fanden sich dabei dünne Einrisse der fibrösen 
atherosklerotischen Plaques, die sich bis in Bereiche der Media ausdehnten, nach 90 
Stunden zeigten sich Infiltrationen des Einrisses mit geformten Bestandteilen des 
Blutes und eine lokale Thrombusbildung im Bereich der Dilatationsstelle. Pasternak 
arbeitete mit Koronargefäßen gesunder Mischlingshunde [128]. Diese wurden in vivo 
dilatiert. Anschließend wurden die Hunde 15 Minuten nach der Dilatation getötet und 
die Gefäße fixiert und elektronenmikroskopisch untersucht. In den dilatierten 
Bereichen stellte sich eine ausgedehnte Denudation mit scharf umgrenzten Rändern 
dar. In den Randbereichen tauchten degenerierte Zellen auf, die teilweise noch am 
subendothelialen Gewebe hafteten, teilweise mit ihrem freien Ende in die denudierten 
Bereiche hineinragten. Das freiliegende subendotheliale Gewebe war bedeckt mit 
Fibrinthromben und kleinen Inseln aus intaktem Endothel. Kohchi et al. [129] setzten 
Licht- und Elektronenmikroskope ein, um Gefäße bis zu 140 Tage nach einer 
Dilatation zu untersuchen. Dabei fanden sich Risse durch die Gefäßwand, 
Gefäßwandhämatome und Rupturen von Atheromen. Die Intima erschien relativ wenig 
beeinflußt. Auch Baughman et al. [28] beschreiben Risse der Gefäßwand, die sich 
teilweise bis in die Media erstrecken. Nach ihren Angaben traten sie bei etwa 65 % der 
untersuchten Gefäße auf. Dahingegen konnten Lee et al. [130] keine ernsthaften Risse 
der Gefäßwand nach einer Dilatation nachweisen.  
 
Als Ursache der geringen Auffälligkeiten der im Rahmen dieser Arbeit ex vivo 
dilatierten Gefäße im Gegensatz zu den oben beschriebenen Beobachtungen an in vivo 
dilatierten Gefäßen sind die besonderen Dilatationsbedingungen zu nennen: Die 
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Gefäße sind von jeglichem umgebenden Gewebe befreit und denerviert, die Adventitia 
wurde zu großen Teilen abpräpariert und die Gefäße sind direkt nach Entnahme 
gespült worden. Somit sind die Auswirkungen der Ballondilatation auf nur noch aus 
Intima und Media bestehende Gefäße unter den experimentellen Bedingungen nicht als 
zu deutlichen morphologischen Veränderungen führend anzusehen. Durch die 
Abpräparation der Adventitia fehlt den Gefäßen die bindegewebige, kollagenreiche 
Hülle, die wie ein Mantel für Stabilität und Zähigkeit des Gefäßes sorgt [131]. Zudem 
sind in den verwendeten Gefäßen keine oder nur sehr geringe Kalkablagerungen zu 
finden gewesen. Auch dies spielt eine mögliche Rolle, setzt eine starke 
Gefäßwandverkalkung doch die Elastizität der Gefäße erheblich herab. Außerdem 
fehlen nach der Dilatation die Auswirkungen der Strömungsverhältnisse in den 
Gefäßen unter physiologischen Bedingungen, so daß nicht sicher auszuschließen ist, 
daß das Endothel zwar beschädigt ist, aber dennoch am subendothelialen Gewebe 
haften bleibt. 
 
 
5.2 Analyse der isolierten RNA 
 
Die Ratio der isolierten RNA liegt je nach Probe zwischen 1,6 und 1,9 (siehe Tabelle 
4-2 und 4-5). Eine Ratio zwischen 1,8 und 2,0 kennzeichnet hochreine RNA. Eine 
niedrigere Ration ist auf Proteinverunreinigungen zurückzuführen. Im Falle der 
aufgeführten Ratios sind die Ursachen für Werte zwischen 1,6 und 1,7 vermutlich auf 
verbleibende Ethanolreste im isolierten RNA-Pellet zurückzuführen. Diese sind 
wiederum Folge der unvollständigen Trocknung des Pellets unter der Sterilbank und 
nicht unter Vakuumbedingungen im Speed-Vac. 
 
Die angefertigten RNA-Gele zeigen keinerlei Verunreinigungen durch DNA-
Beimengungen, so dass die isolierte RNA in eine PCR eingesetzt werden kann. 
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5.3 semiquantitative PCRs 
5.3.1 Gefäße ohne Kollagenasebehandlung 
 
5.3.1.1 Proto-Onkogene 
Das Konfidenzintervall der optischen Dichten des c-jun Gens läßt keine eindeutige 
Expressionssteigerung erkennen (KI -0,926 - 2,082). Es erstreckt sich über die Null 
hinaus in den negativen Bereich, so daß eine gesteigerte Ablesung des Genes nach 
einer Ballondilatation nicht sicher zu beweisen ist. Es handelt sich um ein statistisch 
nicht signifikantes Ergebnis. 
 
Ähnliches trifft für das c-myc Gen zu (KI -0,853 - 3,716). Auffällig ist jedoch, daß der 
Großteil des Konfidenzintervalls im positiven Bereich liegt und die Null nur von 
einem kleinen Anteil überschritten wird. Man könnte vermuten, daß sich bei einer 
Erhöhung der Fallzahlen (siehe auch Abschnitt 4.4.3.3) und einer damit verbundenen 
Verkleinerung des Konfidenzintervalls die obere Grenze in den positiven Bereich 
verschieben wird. In einem solchen Fall kann man von einer deutlichen 
Expressionssteigerung des c-myc Gens nach Ballondilatation sprechen. Eine 
gesteigerte Ablesung des myc-Proto-Onkogens nach einer Dilatation wird erklärbar, 
wenn man bedenkt, daß myc wichtige Funktionen in Zellzyklus und Zellproliferation 
sowie Zelldifferenzierung erfüllt. Unter anderem kommt es bei der Dilatation – wie 
oben beschrieben – zu einer katheterinduzierten Denudation des Gefäßes. Diese 
Gefäßwandwunde muß möglichst schnell verschlossen werden, und das ist nur durch 
eine gesteigerte Proliferation und Migration anderer Gefäßwandzellen möglich. 
 
Ein ähnliches Ergebnis findet sich nach einer Ballondilatation beim c-fos Proto-
Onkogen (KI -0,001 - 3,7). Die Null wird hier nur von einem sehr geringen Anteil des 
Intervalls überschritten – die obere Grenze wird sich bei einer Erhöhung der Fallzahl in 
den positiven Bereich verschieben, so daß man dann von einer gesteigerten Expression 
sprechen kann. Eine vermehrte Genablesung wäre jedoch nicht sicher auf die 
experimentelle Dilatation zurückzuführen. J. Galea [132] bewies, daß bereits eine 
chirurgische Präparation der Gefäße zu einer deutlichen Steigerung der c-fos 
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Genexpression führt. Während der Entnahme der Karotiden aus dem narkotisierten 
Schwein sowie bei der Vorbereitung der Gefäße auf die Dilatation durch Entfernung 
von überschüssigem Bindegewebe ist eine mechanische Beanspruchung der Gefäße im 
Sinne einer chirurgischen Präparation, wie durch Galea [132] beschrieben, 
unvermeidbar. Zudem wurden teilweise Gefäße verwendet, die zuvor in vivo kanüliert 
wurden. Zwar wurde die Kanülierungsstelle mit einem Abstand von ein bis zwei 
Zentimetern verworfen und nur das distal gelegene Gefäßstück verwendet, eine 
Beeinflussung der Genexpression läßt sich jedoch nicht mit Gewissheit ausschließen. 
Auf der anderen Seite ist seit langem, unter anderem durch Arbeiten von J. Miano et 
al. [6], bekannt, daß durch eine experimentelle Ballondilatation denudierte Gefäße 
binnen 30 Minuten eine Expressionssteigerung bezüglich ihrer c-fos mRNA zeigen. 
Andere Versuche zeigen einen Anstieg der mRNA-Spiegel von c-fos, c-jun, junB und 
junD innerhalb von 15 Minuten nach einer Ballondilatation analog zu einer 
experimentellen Stimulierung von vascular smooth muscle cells in Kultur mit PDGF 
[133]. Welcher der beiden Mechanismen – die Ballondilatation oder die 
Gefäßpräparation – zu der im vorliegenden Experiment aufgetretenden tendenziellen 
Expressionssteigerung geführt hat, läßt sich nicht entscheiden. Jedoch unterliegen 
Kontroll- und dilatiertes Gefäß gleichermaßen einer chirurgischen Präparation, so daß 
man annehmen kann, daß sich dieser Einflußfaktor in ähnlicher Weise auf beide 
Gefäße auswirkt. 
 
5.3.1.2 Marker 
Auf das erhaltene Konfidenzintervall des sm-MLCK Gens wirkt sich erneut der 
Einfluß der geringen Fallzahl aus. Ähnlich wie bei c-myc liegt auch hier ein Großteil 
im negativen Bereich. Nur ein verhältnismäßig kleiner Anteil des Konfidenzintervalls 
überschneidet die Null (KI -0,594 - 3,684). Das Intervall ist statistisch nicht 
signifikant, eine Erhöhung der Fallzahl könnte eine Expressionssteigerung deutlich 
machen. Durch Arbeiten von Y. Tsuchio et al. [134] wurde nachgewiesen, daß in vivo 
unmittelbar nach einer Ballondilatation erhöhte Spiegel an “smooth muscle myosin 
heavy chain” (sm-MHC) auftreten, die als eine tiefgehende Verletzung der Gefäßwand 
interpretiert werden. In Analogie ist die nicht signifikante beobachtete 
Expressionssteigerung der sm-MLCK zu verstehen. Letztlich muss ungeklärt bleiben, 
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ob eine Hochregulation aufgrund der ehr geringen histologisch nachweisbaren 
Gefäßwandverletzungen ausbleibt, oder ob sich erneut die kleine Fallzahl 
widerspiegelt. Beide Phänomene legen nahe, dass es in den glatten Muskelzellen nicht 
nur zu einer schnellen Hochregulation von Genen, die für die Proteine der 
Muskelkontraktion kodieren, sondern auch zur beschriebenen Steigerung der Proto-
Onkogen-Expression kommt. Schlußfolgernd läßt sich vermuten, daß nach einer 
Ballondilatation auftretende Veränderungen der Genexpression in den glatten 
Muskelzellen der Gefäßwand den Grundstein für nachfolgende Restenosen legen. 
Genauere Analysen zur Lokalisation der gesteigerten Proto-Onkogen-Expression 
können nur durch in situ Hybridisierungen erfolgen. 
 
Das Konfidenzintervall des vWF-Gens erstreckt sich über die Null hinaus sowohl in 
den positiven als auch negativen Bereich (KI -1,899 - 7,409). Nach einer 
Ballondilatation findet sich demnach kein eindeutiger Hinweis für eine Hochregulation 
des Gens. Der Nachweis des vWF in den PCRs bedeutet, daß nach einer Dilatation die 
Endothelzellen nicht entfernt wurden. Falls also entgegen der histologischen Befunde 
eine Denudation stattfand, war diese auf keinen Fall vollständig. Eine Gleichsetzung 
der verfügbaren in vivo gewonnenen Daten mit diesen ex vivo Modell ist nicht ohne 
weiteres möglich. 
 
5.3.1.3 “Housekeeping genes” 
Das Konfidenzintervall für den Erwartungswert der GAPDH-Expressionsveränderung 
schließt die Null ein (KI -1,897 - 3,367), so daß es sich um ein nicht signifikantes 
Ergebnis handelt. Eine Steigerung der GAPDH-Expression nach Ballondilatation läßt 
sich nicht sicher nachweisen.  
 
Die β-Aktin-Expression unterliegt nach einer experimentellen Ballondilatation einer 
deutlichen, signifikanten Steigerung (KI 0,061 - 2,041), p= 0,041). Dieses Ergebnis 
entspricht den Beobachtungen von M.S. Kindy und G.E. Sonenshine [135], die 
feststellten, daß die β-Aktin-Transkription einer schnellen Steigerung binnen 15 
Minuten nach Stimulierung ähnlich den “early genes” unterliegt. Andererseits führen 
jedoch auch Hypoxie und der Mangel an Aminosäuren zu einer gesteigerten β-Aktin-
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Expression [136-138]. In der oben beschriebenen Versuchsdurchführung ist sowohl 
eine Hypoxie im nicht-begasten Brutschrank wie auch ein Aminosäurenmangel 
aufgrund der Verwendung eines serumfreien BPS-Puffers nicht auszuschließen. 
Zudem wurden nach Abschluß der Inkubationszeit keine weiteren Tests durchgeführt, 
die Rückschlüsse auf den biochemisch-metabolischen Zustand der Gefäße erlaubt 
hätten. Somit lassen sich Verzerrungen der Ergebnisse durch beide Einflußgrößen 
nicht ausschließen. Gegen eine Hypoxie spricht jedoch die unten beschriebene 
fehlende Hochregulation des GAPDH Gens [88, 139]. 
 
 
5.3.2 Gefäße mit Kollagenasebehandlung 
 
5.3.2.1 Proto-Onkogene 
Das Konfidenzintervall der ermittelten optischen Dichten der c-jun Banden nach PCR 
zeigt eine deutliche Verminderung der Expression nach Ballondilatation (KI -0,001 - 
-0,175). Eine Erklärung für dieses Ergebnis findet sich weiter unten. 
 
Bei den mit Kollagenase A behandelten Gefäßen zeigt das Konfidenzintervall des 
c-myc Gens kein klares Ergebnis, da die Null eingeschlossen ist (KI 0,383 - 0,135). 
Sowohl endothelhaltige wie auch vom Endothel befreite Gefäße zeigen ähnliche 
Konfidenzintervalle. Auch das Intervall für das c-myc Gen bei Gefäßen ohne 
Kollagenasebehandlung enthält die Null (KI -0,853 - 3,716). Trotz der geringen 
Fallzahl wird damit der überragende Einfluß der glatten Muskelzellen auf das PCR-
Ergebnis deutlich. 
 
Das c-fos Gen liefert bei den vom Endothel befreiten Gefäßen ein Konfidenzintervall, 
das sich über die Null hinaus sowohl in den negativen als auch in den positiven 
Bereich erstreckt (KI -0,541 - 0,269). Dieses Konfidenzintervall entspricht dem 
Ergebnis, das bei den endothelhaltigen Gefäßen gefunden wurde (KI -0,001 - 3,7). 
Jedoch ist der Einfluß einer Fallzahlerhöhung auf letzteres Intervall, die zu einer 
Einengung des Konfidenzintervalls führt, zu berücksichtigen. Die Ursachen für diese 
Diskrepanzen in den möglichen Interpretationen der Konfidenzintervalle können in 
unterschiedlichen Einflußfaktoren begründet sein. Zum einen wirkt sich besonders bei 
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den mit Kollagenase behandelten Gefäßen die geringe Fallzahl (n = 2) aus, zum 
anderen ist nicht auszuschließen, daß ein Großteil der nachgewiesenen 
Expressionssteigerung des c-fos Gens tatsächlich in den Endothelzellen auftritt. Diese 
Hypothese kann nur mit einer sorgfältigen Fallzahlplanung sowie mit in situ 
Hybridisierungen bestätigt werden. 
 
5.3.2.2 Marker 
Die Grenzen des sm-MLCK Konfidenzintervalls sind vollständig positiv (KI 0,933 - 
1,009), damit zeigt sich bei den vom Endothel befreiten Gefäßen eine deutliche 
Expressionssteigerung. Dieses Ergebnis ist im Zusammenhang mit der Interpretation 
des Konfidenzintervalls für die endothelhaltigen Gefäße zu sehen. Demnach tritt in 
beiden Fällen eine Steigerung der Ablesung des sm-MLCK Gens nach einer 
experimentellen Ballondilatation auf. Es läßt sich vermuten, daß gerade die glatten 
Muskelzellen einen Großteil der Proto-Onkogen Expression leisten. Somit erscheint es 
sinnvoll, sich bei weiterführenden Versuchen auf die molekularbiologischen Vorgänge 
in den SMC nach mechanischer Belastung zu konzentrieren. 
 
5.3.2.3 “Housekeeping genes” 
Das Konfidenzintervall des GAPDH-Gens erstreckt sich im negativen Bereich ohne 
die Null zu überschreiten (KI -0,041 - -0,685). Es zeigt sich also bei den Gefäßen mit 
Kollagenasebehandlung im Vergleich zum nicht aussagekräftigen Ergebnis 
endothelhaltiger Gefäße (KI -1,897 - 3,367) eine deutliche Verminderung der 
Expression des GAPDH-Gens. Dies kann einerseits erneut Folge der geringen Fallzahl, 
andererseits aber auch auf zwei weitere Mechanismen zurückzuführen sein. Zum einen 
ist durch B. Hofmann et al. [140] und durch M. Dean et al. [141] nachgewiesen 
worden, daß ein Mangel an Serum zu einer reduzierten Ablesung der c-jun-, c-myc- 
und GAPDH-Gene führt. So wird ein Abfall der mRNA-Konzentrationen von c-myc 
binnen 90 Minuten nach Serumentzug um das 10-fache beschrieben [141]. Sowohl bei 
c-jun als auch bei c-myc ist in den durchgeführten Versuchen keine eindeutige 
Hochregulation der Gene gefunden worden. Vielmehr findet sich auch bei der c-jun 
mRNA bei Verwendung von endothelhaltigen Gefäßen eine verminderte Expression. 
Dies stützt die Hypothese vom Einfluß eines Mangels an Serum und den darin 
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enthaltenen Wachstumsfaktoren. Zum anderen sollten jedoch als Zielsetzung die 
Veränderungen der Genexpression in einem serumfreien Modell nach Ballondilatation 
aufgezeigt werden. Das vorliegende Ergebnis ist demnach nur folgendermaßen zu 
interpretieren: Werden Gefäße unter experimentellen Bedingungen in serumfreien 
Medien dilatiert und inkubiert, bleibt die bislang unter in vivo-Bedingungen 
beschriebene Steigerung der Proto-Onkogenexpression aus bzw. es folgt sogar eine 
verminderte Genablesung wie bei c-jun. Folglich liegt eine Ursache der gesteigerten 
Proto-Onkogenexpression in den nach einer Ballondilatation freigesetzten 
Wachstumsfaktoren. In wie weit der mechanische Streß auch für die c-jun- und c-myc-
Expression von Bedeutung ist, sollte in weiteren Studien herausgefunden werden. 
Offensichtlich scheint die c-fos-Expression in weit geringerem Maße von einem 
Serummangel beeinflußt zu werden. Für den klinischen Alltag bedeutet dies, daß man 
eine Restenose nach einer Ballondilatation nicht durch die Ausschaltung eines 
einzelnen Faktors, wie beispielsweise durch die Gabe von PDGF-Rezeptorblockern 
allein verhindern kann. Die Entstehung einer Restenose ist von mehreren Faktoren 
abhängig und es erscheint schwierig, jeden einzelnen Faktor so zu kontrollieren, daß 
die Entwicklung einer erneuten Lumeneinengung bereits vor makroskopischer 
Enstehung vollständig zu verhindern wäre. Dies spiegelt sich auch in der Fülle von 
Therapie- und Prophylaxe-Ansätzen wider, die allesamt – sei es die medikamentöse 
Therapie, die Gabe von Antisense-Oligonukleotiden oder auch die Brachytherapie – zu 
keinem uneingeschränkten Erfolg in den verschiedensten Studien führten. 
 
Das Konfidenzintervall des β-Aktin Gens zeigt eine positive untere und obere Grenze 
(KI 0,207 - 0,235), es folgt also eine gesteigerte Ablesung des β-Aktin Gens nach 
experimenteller Ballondilatation. Ein analoges Ergebnis findet sich bei den 
endothelhaltigen Gefäßen. Der Einfluß der Endothelzellen ist demnach zu 
vernachlässigen. Als Ursachen der reduzierten Expression sind, wie oben bereits 
beschrieben, Hypoxie und ein Mangel an Aminosäuren zu nennen. Man muß jedoch 
beachten, daß die in beiden Versuchsreihen gefundenen deutlichen Veränderungen der 
β-Aktin Expression zeigen, daß dieses Gen nicht uneingeschränkt als “housekeeping 
gene” zu empfehlen ist. 
 
4. Eigene Ergebnisse 73
 
5.3.3 Subgruppenanalyse 
Bei der nachträglichen Auftrennung der Gefäße in Subgruppen, d.h. die getrennte 
Betrachtung von Gefäßen, die in vivo kanüliert wurden und von Gefäßen, an denen in 
vivo nicht manipuliert wurde, führt zu einer Verzerrung der oben beschriebenen 
Ergebnisse. Bei den kanülierten Gefäßen findet sich bei keinem Gen ein signifikantes 
Konfidenzintervall. Demgegenüber liefern der β-Aktin und sm-MLCK Primer bei 
nicht kanülierten Gefäßen ein signifikantes Konfidenzintervall, d.h. es zeigt sich nach 
einer Ballondilatation eine Expressionssteigerung. Dieses Ergebnis entspricht den bei 
Kollagenase behandelten Gefäßen gefundenen Veränderungen der Genexpression. 
 
Jedoch ist die Interpretierbarkeit dieses Ergebnisses erschwert, da eine 
Subgruppentrennung erst nach Abschluß der Versuche und Meßreihen erfolgte. 
Ähnliches gilt für die deutliche Hochregulation des c-fos Gens bei den kanülierten 
Gefäßen. Die beobachtete hohe biologische Variabilität der Ergebnisse und die großen 
interindividuellen Unterschiede können nicht durch eine nachträgliche Aufsplitterung 
in Subgruppen beherrscht werden. Zum Teil liegen die einzelnen Werte außerhalb der 
entsprechenden Standardabweichung, ohne daß ein objektiver Grund diese Ausreißer 
erklären würde.  
 
Aus ähnlichen Versuchen mit semiquantitativen PCRs zur Ermittlung 
unterschiedlicher Cytokinexpressionen [123] ist bekannt, daß zwischen 40 und 50 
Proben bearbeitet werden müssen, um die oben erwähnten Einflußfaktoren zu 
kontrollieren. Da diese hohe Fallzahl hier nicht zu erreichen war, können lediglich 
Tendenzen und beobachtete Phänomene beschrieben werden. 
 
 
5.4 Fehlerquellen der semiquantitativen PCRs 
 
Wenn man die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR interpretiert, muß man 
einige Voraussetzungen beachten, ohne die eine Auswertung unmöglich ist.  
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Grundlage der Vergleichbarkeit ist zum einen, daß gleiche Mengen an RNA eingesetzt 
werden. Das ist aus zweierlei Gründen die wichtigste Fehlerquelle und gleichzeitig 
Schwachpunkt einer jeden semiquantitativen RT-PCR, der in der Methode selbst 
begründet ist. Zum einen ist es sehr schwer, die exakte Menge an Ausgangs-RNA zu 
bestimmen. Konzentrationsbestimmungen helfen nur begrenzt weiter. Zudem kann 
man nur schwer einen geeigneten internen Standard für das Amplikon finden, denn die 
RT ist wie bereits an anderer Stelle beschrieben, nur unzureichend zu kontrollieren. 
Auch die sich anbietende Alternative – die Verwendung eines synthetisierten RNA-
Standards – ist aufgrund mangelnder Verfügbarkeit nicht nutzbar gewesen. 
 
Nach dem durchgeführten Protokoll wurden jeweils 250 ng RNA in die RT und davon 
jeweils 2,5 µl cDNA in die PCR eingesetzt. Als problematisch erwies sich gerade bei 
hohen RNA-Konzentrationen die unzureichende Genauigkeit der Pipetten, die 
beispielsweise nicht erlaubten, ein Volumen von 0,86 µl von 0,92 µl exakt zu 
unterscheiden. Es wurden 0,9 µl pipettiert, wobei dies unter Umständen einen 
Unterschied von bis zu 20 ng RNA bedeuten kann, so daß dann eine Verdünnung der 
RNA mit Gefahr einer Verunreinigung mit nachfolgendem Abbau in Betracht gezogen 
werden mußte. 
 
Zum anderen lassen sich Vergleiche der optischen Dichten der Banden nur zum 
Zeitpunkt des exponentiellen Wachstums der PCR treffen, da das Messgerät statt einer 
linearen Messkurve bei Verwendung einer Verdünnungsreihe eine sigmoidale, schnell 
abflachende Kurve liefert. Auch die Verminderung der Sensitivität des Messgeräts 
zeigte keine Verbesserung. Durch die konsequente Aufzeichnung der Reaktionskinetik 
war diese Fehlerquelle gut zu beherrschen. 
 
Schwachpunkte wurden sowohl bei der Messung als auch bei der Auswertung der 
erhaltenen optischen Dichten deutlich. Bei der Messung der optischen Dichten kann es 
durch fehlerhafte interne Eichung zu falsch-negativen als auch falsch-positiven 
Ergebnissen kommen. Andererseits müssen auch durch fehlerhafte Meßbereiche  bzw. 
durch unzulängliche Eingrenzung des zu scannenden Bereichs Verzerrungen 
ausgeschlossen werden. 
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Es wurde mit einer begrenzten Anzahl von Messpunkten gearbeitet. Im Extremfall 
bedeutet dies, daß man sich für einen Messpunkt im exponentiellen Bereich der Kurve 
entscheiden mußte. Als Alternative könnte man versuchen, den Mittelpunkt der 
Steigung jeder einzelnen Kurve zu ermitteln, um daraus die Ratio zur Standardisierung 
zu bestimmen. Auch die Erhöhung der Anzahl der Meßpunkte mit Gefahr der Störung 
des Reaktionsablaufs ist denkbar. 
 
Als “housekeeping gene” zur Normierung wurde HPRT herangezogen. Es zeigt im 
Vergleich zu GAPDH geringere interindividuelle Schwankungen der Konzentrationen. 
Unter Umständen erhält man zwei gegenläufige Ergebnisse abhängig davon, ob man 
GAPDH oder HPRT als Standard verwendet. Dieses paradoxe Ergebnis wurde bereits 
von D.L. Foss [102] beschrieben. Es ist also unbedingt nötig, sich vor Versuchsbeginn 
konsequent für ein “housekeeping gene” zu entscheiden. 
 
Weitere Fehlerquellen entsprechen denen, die auch bei routinemäßigen spezifischen 
RT-PCRs auftreten. Einerseits sind Verunreinigungen und Verschmutzungen jeder Art 
zu nennen. Dies kann eine DNA- oder RNA-Verunreinigung mit der Folge eines 
verzerrten Ergebnisses sein, aber auch Verunreinigungen mit Beschleunigern oder 
Inhibitoren der PCR bis hin zur völligen Blockierung der Reaktion sind möglich. Diese 
Fehlerquellen wurden durch Mitführen einer internen Negativ- und Positivkontrolle 
weitgehend eliminiert. Auch eine Degradation der RNA kann zu falsch-negativen 
Ergebnissen führen. Durch die routinemäßige Durchführung von RNA-Analysengelen 
konnte die Qualität der isolierten RNA nachgewiesen werden. 
 
Diese Schwachpunkte der RT-PCR bei semiquantitativen Aussagen sind allgemein 
bekannt und relativieren die vorliegenden Ergebnisse. Andererseits ist eine 
semiquantitative RT-PCR leicht verfügbar und bei Mitführen entsprechender 
Kontrollen als Methode zum Aufdecken unterschiedlicher RNA-Spiegel anerkannt und 
häufig verwendet [142-144]. 
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6. Zusammenfassung 
 
Ziel der Arbeit war die Ermittlung der mRNA-Muster dreier Proto-Onkogene nach 
Ballondilatation in einem serumfreien Modell mit Hilfe einer zu etablierenden 
semiquantitativen RT-PCR unter Ausschluss radioaktiver oder fluoreszierender 
Substanzen. Zunächst konnten dafür die noch nicht bekannte c-jun und c-myc Gene 
des Schweins in kurzen Sequenzabschnitten erfolgreich ansequenziert werden. Um für 
die Sequenzierung geeignete homogene Fragmente zu erhalten, wurde mit Primern, die 
durch Vergleiche bekannter c-myc bzw. c-jun Sequenzen anderer Spezies konstruiert 
wurden, eine spezifische PCR durchgeführt. Anschließend konnten die Fragmente aus 
den Agarosegelen in sehr guter Qualität eluiert werden, wobei diese Methode bisher 
nicht etabliert war und hier zunächst optimiert werden mußte.  
 
Als problematisch erwiesen sich in den Vorversuchen die anfangs verwendeten 
Schlachthofgefäße. Mechanische Belastungen der Gefäße während der Entnahme aus 
den Schweinen im Schlachthof waren nicht zu verhindern. Um eine Verzerrung der 
Ergebnisse zu vermeiden, wurden für die semiquantitativen PCRs sowie für den 
Nachweis der Primerspezifität ausschließlich Karotiden verwendet, die unter 
OP-Bedingungen durch Tierärzte des MPI Bad Nauheim entnommen wurden. Diese 
Gefäße wurden nach einer standardisierten Methode präpariert, dilatiert sowie 
teilweise mit Kollagenase A behandelt und anschließend inkubiert.  
 
Die RNA-Isolierung erfolgte auf chemischen Weg mittels Phenollösungen. Auch 
dieses Protokoll mußte hier erst optimiert werden. Zudem konnte ein effizientes 
Verfahren der Homogenisierung, alternativ zur Zerkleinerung, mit Hilfe von Ultraturax 
oder Ultraschall etabliert werden. Für die nachfolgenden PCRs konnten spezifische 
Primer entsprechend den beiden sequenzierten Abschnitten sowie für c-fos, dessen 
Sequenz der Gendatenbank entnommen wurde, konstruiert werden. Nachdem der 
Nachweis der Primerspezifität gelang, konnten mit semiquantitativen PCRs, die in 
Vorversuchen optimiert wurden, Rückschlüsse auf die mRNA-Spiegel in den 
Ausgangsproben gezogen werden.  
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Die im Verlauf dieser Arbeit entwickelte Methode zur semiquantitativen Analyse von 
Genexpressionen mittels RT-PCR ist gut geeignet, um unterschiedliche 
mRNA-Spiegel nachzuweisen. Voraussetzungen sind, daß man Vergleiche zum 
Zeitpunkt des exponentiellen Reaktionsverlaufs der PCR trifft und daß gleiche Mengen 
an cDNA in die Reaktion einsetzt werden.  
 
Als Ergebnis der semiquantitativen PCRs fand sich eine verminderte Genablesung des 
c-jun Gens bei den vom Endothel befreiten Gefäßen bei einer Dilatation und 
Inkubation in serumfreien Medien sowie eine Erhöhung der c-fos Expression bei 
Gefäßen ohne Kollagenasebehandlung, die jedoch aufgrund der geringen Fallzahl nicht 
statistisch signifikant war. Die bislang unter in vivo-Bedingungen – d.h. unter dem 
Einfluß von Faktoren des Serums und aus Thrombozyten - beschriebene Steigerung 
der c-jun- und c-myc-Genexpression endothelhaltiger Gefäße konnte nicht 
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich eine deutliche Hochregulation des 
β-Aktin Gens in beiden Versuchsreihen, eine Hochregulation des sm-MLCK Gens 
sowie eine verminderte Expression des GAPDH-Gens bei den endothellosen Gefäßen. 
Diese nachgewiesenen Veränderungen der mRNA-Spiegel der Proto-Onkogene jun, 
myc und fos nach Ballondilatation wurden erstmalig in einem thrombozyten- und 
serumfreien Tiermodell beobachtet. Bisher in der aktuellen Literatur beschriebene 
Modelle sind immer in serum- oder thrombozytenhaltigem Milieu durchgeführt 
worden. Damit ist das Ergebnis im Einklang mit den diesbezüglichen aktuellen 
Veröffentlichungen in der Literatur. 
 
Zusätzlich konnte mit histologischen Präparaten von den Gefäßen in HE- und 
EvG/Elastica-Färbungen belegt werden, daß sowohl dilatierte als auch Kontrollgefäße 
nicht bei der Präparation zerstört wurden und die Gefäßwand nach Dilatation intakt 
war. Beweise für eine Denudation zeigten sich nicht. 
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8. Verwendete Geräte und Materialien 
 
 
8.1 Verwendete Chemikalien 
 
1 kB-DNA Ladder Life Technologies, Paisley, Schottland 
100 bp-DNA Ladder Life Technologies, Paisley, Schottland 
2-Mercaptoethanol für die Molekularbiologie Merck KGaA, Darmstadt 
Aceton p.a. Merck KGaA, Darmstadt 
Ammoniumperoxidsulfat Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Biozymagarose für kleine DNA-Fragmente Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf 
Bromphenol-Blau Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Chloroform p.a. J. T. Baker B.V., Deventer, Holland 
D (+) Glucosemonohydrat Merck KGaA, Darmstadt 
DMSO Merck KGaA, Darmstadt 
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Essigsäure (Eisessig) 100 % p.a. Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol (absolut) Riedel-de-Haen AG, Seelze 
Ethidiumbromidlösung 1 % Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Formaldehydlösung min. 37 % Merck KGaA, Darmstadt 
Glycerin Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
HEPES-Puffer Life Technologies, Paisley, Schottland 
Isopropanol Riedel-de-Haen AG, Seelze 
Kaliumchlorid J. T. Baker B. V., Deventer, Holland 
N,N-Dimethylformamid Sigma Chemical Co, St. Louise, USA 
N, N, N, N´-Tetramethylethyldiamine 99 % Sigma Chemical Co, St. Louise, USA 
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Natriumcarbonat p.a. Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
RNase Away Molecular BioProducts Inc., San Diego, USA 
Rotiphorese Gel 40 aus 38 % Acrylamid- Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
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stammlösung mit 2 % Bisacrylamid (19:1) 
Salpetersäure 65 % p.a. Merck KGaA, Darmstadt 
Sigmacote Sigma Chemical Co, St. Louise, USA 
Silbernitrat puriss. Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Tris Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Trizol-Reagenz Life Technologies, Paisley, Schottland 
UREA Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Kollagenase A Life Technologies, Paisley, Schottland 
Xylen Cyanid Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
 
 
8.2 Verwendete Enzyme und Kits 
 
alle erwähnten Primer MWG-Biotech GmbH, Ebersberg 
dNTP-Mix bestehend aus ATP, TTP, GTP 
und CTP 
Life Technologies, Paisley, Schottland 
dTT Life Technologies, Paisley, Schottland 
Hexamer-Primer Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
M-MLV mit 5x ES-Buffer Life Technologies, Paisley, Schottland 
QIAX 2, Gel Extraction Kit bestehend aus 
• Puffer QX 1 
• Puffer PE 
• QIAEX II Suspension 
QIAGEN GmbH Hilden 
RNeasy Buffer Set bestehend aus 
• Buffer RW 1 
• Buffer RLT 
• Buffer RPE 
• mit DEPC-behandeltes Wasser 
QIAGEN GmbH Hilden 
RNeasy Mini Kit bestehend aus 
• Sammelgefäße je 2 ml 
• Säulen 
• Säulen mit QIA Schredder 
QIAGEN GmbH Hilden 
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taq-Polymerase mit 10x Buffer QIAGEN GmbH Hilden 
 
 
8.3 Verwendete Materialien und Geräte 
 
20 ml-Spritze Braun Melsungen GmbH, Melsungen 
7 ml Röhre/Tube Sarstedt, Nümbrecht 
9mm-Well Plates Nunc, Dänemark 
Disposable Scalpels Nr. 22 Produkte für die Medizin AG, Köln 
Erlenmeierkolben in verschiedenen Größen Greiner Labortechnik 
Falcon-Tubes, 50 ml Greiner Labortechnik 
Gelkammer für Agarosegele mit Kämmen Herstellung in Feinmechanischer Werkstatt 
der Philipps-Universität Marburg 
Gewebekultur Petrischalen Easy Grip,  
     60x15 mm 
Becton Dickinson, Plymouth, England 
Ilford XP2 400 black & white film Ilford Imaging, Cheshire, UK 
Kodak Select Series Diafilm 100 Kodak Limited, UK 
Kryoröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
Mircolance 3, 26 GA 1/2 (0,45x13) Luer-Lok  Becton Dickinson, Plymouth, England 
Multi Research Pipet Tips 0,5-10 µl sowie  
      200µl und 1000µl 
Sorenson BioScience, Inc. 
OP-Abdecktuch, 75x90 cm, steril  Klinidrape, Möhnlycke 
Pasteurpipetten aus Glas Sarstedt, Nümbrecht 
PCR-Tubes 0,5 ml Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Obendorf 
Petrischalen für die Gewebekulturen,  
     94x16 mm 
Greiner Labortechnik 
Pipet Tips 200-100 µl Greiner Labortechnik 
Plastipak 100x1 ml Luer Tuberkulinspritzen Becton Dickinson, Plymouth, England 
Rührfische in verschiedenen Größen Greiner Labortechnik 
Seq-PAA Gelkammer Biorad, Hercules CA, USA 
Tubes, 2 und 1,5 ml Greiner Labortechnik 
Wanda-Ballonkatheter, 2 mm Schneider GmbH, Bülach, Schweiz 
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8.4 Verwendete Großgeräte 
 
Begaster Zellkulturbrutschrank Heraeus, Hanau 
Heizblock  
Kühlschrank Heraeus, Hanau 
Mikroskop mit Kamera Olympus, Tokio, Japan 
Photometer Pharmacia, Freiburg 
Seq-PAA Stromversorger Biorad, Hercules CA, USA 
Sterilbank Heraeus, Hanau 
Stromversorger für Gelapparatur Biorad, Hercules CA, USA 
Tischkühlzentrifuge Heraeus, Hanau 
UV-Kamera Pharmacia, Freiburg 
 
 
